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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par Padministaration chargee de Pexamen preliminaire 
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IV 
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Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de Pinvention 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a Pappui de cette declaration 

Certains documents cites 
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Observations relatives a la demande internationale 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/CA99/00651 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de rempfacement qui ont ete remises a 
1'office recepteur en reponse a une invitation faiie conformement a i'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et he sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eifes ne contiennent 
pas de modifications.) : 



Description, pages: 

1-14 regue(s) le 



20/07/2000 avec la lettre du 



14/07/2000 



Revendications, N°: 

9-16 reguefs) le 

1 -8 refue(s) le 



20/07/2000 avec la lettre du 14/07/2000 
29/09/2000 avec la lettre du 28/09/2000 



Dessins, feuilles: 

1/7-7/7 version initiate 



2. Les modifications ont entraine Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application tndustrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se tondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

II est fait reference au document suivant : 

D1: US-A-5 620 706 (DUMITRIU ET AL.) 15 Avril 1997, cite dans la demande 

1 . Nouveaute 

L'objet des revendications 1-16 est considere comme nouveau par rapport a Tart 
anterieur disponible (Article 33(2) PCT). 

En effet, D1 decrit une methode de preparation d'un hydrogel par complexation de 
xanthane et de chitosane, utilise pour immobiliser des composes biologiquement actifs, 
comme par exemple des proteines et des enzymes, qui sont ensuite relargues par 
diffusion. L'activite biologique de ces substances est ainsi preservee, voire 
augmentee (colonne 1, lignes 57-62). Par ailleurs, alors que I'activite enzymatique de la 
xylanase et de la protease augmentent suite a I'immobilisation dans le gel de xanthane 
/ chitosane, leur stabilite thermique augmente dans le premier cas et diminue dans le 
second (colonne 13, lignes 3-8). 

La methode de preparation de Thydrogel consiste en I'ajout d'enzymes a une solution 
aqueuse de xanthane dans des concentrations allant de 0,5 a 1 ,8% en poids. La 
solution ainsi obtenue est alors agitee a 15°C pendant 15 minutes, et introduite au 
goutte a goutte, a I'aide d'une seringue, dans une solution de chitosane. Le pH de la 
solution est ensuite ajuste en fonction du type d'enzyme utilise. Les microspheres ainsi 
obtenues sont agitees pendant 15 minutes a temperature ambiante (20-29°C) et 
lavees avec une solution tampon d'acetate (colonne 6, lignes 24-37). 

L'hydrogel ainsi prepare peut etre utilise pour Tapplication de substances sur la peau, 
notamment au moyen de patches, car ce dernier est stable dans les domaines de pH 
physiologiques (colonne 12, lignes 57-62). 

La difference entre la presente demande et D1 reside dans ('utilisation de vitamines, 
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acides amines, acides nucleiques et tripeptides a la place des proteines et enzymes 
pour immobilisation dans l'hydrogel de xanthane et de chitosane. 

2. Activite inventive 

a. Une activite inventive peut etre reconnue pour I'objet des revendications 1-7 (Article 
33(3) PCT). 

D1 est considere comme Tart anterieur le plus proche. 

Les compositions des revendications 1-7 different principalement de celles decrites 
dans D1 par le type de compose ajoute a ITiydrogel forme d'un complexe de chitosane 
et de xanthane. 

Le probleme que la presente invention se propose de resoudre peut done etre 
considere comme etant de trouver d'autres composes biologiquement actifs 
susceptibles d'etre immobilises par ledit hydrogel, celui-ci leur conferant une protection 
contre la chaleur et la lumiere. 

La solution de ce probleme, proposee dans les revendications 1-7 est inventive. 

L'hydrogel de D1 permet certes de preserver ou d'augmenter I'activite biologique des 
enzymes et proteines immobilises (colonne 1, lignes 58-62). II ne confere cependant 
pas la stabilite a la chaleur revendiquee dans la presente demande pour tous les types 
d'enzymes. Par exemple, en ce qui concerne la xylanase, a la fois la stabilite a la 
chaleur et I'activite enzymatique sont augmentees par immobilisation dans Thydrogel 
de xanthane/chitosane. Quant a la protease, Tactivite enzymatique est maintenue par 
immobilisation dans l'hydrogel mais la stabilite thermique diminue (colonne 13, lignes 4- 
5). 

D1 ne permet done pas d'etablir une tendance generale concernant I'effet de l'hydrogel 
sur la stabilite thermique des enzymes qui s*y trouvent immobilises. 

En outre, D1 mentionne I'utilisation du dit hydrogel comme support pour d'autres 
substances (medicaments, cellules eucaryote et procaryote, substances 



Formulaire PCT/Feuille separ£e/409 (feuille 2) (OEB-avri! 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/CA99/00651 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



pharmaceutiques polybasiques, colonne 7, lignes 2-38), permettant le relargage 
controle de ces dernieres, mais ne suggere aucunement une quelconque protection 
contre la chaleur et la lumiere. 

La personne du metier, constatant que des composes proches de par leur structure et 
leur activite presenters des comportements opposes a la chaleur lorsqu'ils sont inclus 
dans I'hydrogel de xanthane/chitosane, ne peut done prevoir si des composes 
structurellement differents inclus dans ce meme gel presenteront ou non une stabilite a 
la chaleur. 

Par consequent, I'objet des revendications 1-7 ne releve pas d'une demarche 
technique evidente pour I'homme du metier et implique par consequent une activite 
inventive (Article 33(3) PCT). 

b. Les methodes de synthese des compositions thermo- et photostables des 
revendications 8-12 ainsi que les utilisations de compositions telles que revendiquees 
dans les revendications 14-16 sont done egalement inventives. 

3. Application industrielle 

Le contenu des revendications 1-16 de la presente demande de brevet est susceptible 
duplication industrielle dans le domaine des complements alimentaires et de la 
dermatologie (Article 33(4) PCT). 

Concernant le point Vlll 

Observations relatives a la demande Internationale 

a. La revendication 1 n'est pas claire et ne satisfait pas aux conditions requises a 
Particle 6 PCT, dans la mesure ou I'objet pour lequel une protection est demandee n'est 
pas clairement definL Telle qu'elle a ete specifiee, la definition fonctionnelle "...hydrogel 
etant adapte a relarguer sur plusieurs heures ces dites substances thermo ou photo 
sensibles chez un sujet animal ou humain." ne permet pas a I'homme du metier de 
determiner quelles sont les caracteristiques techniques necessaires audit relargage. 
Cette caracteristique est done consideree comme descriptive. 
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b. L'expression "un solvant approprie" utilise dans la description, a la page 3, ligne 14, 
est vague et n'est pas en accord avec la revendication 8 dans laquelle il est fait usage 
d'ethanol pour solubiliser les vitamines en question. 

c. Etant donne que la formation d'un hydrogel implique la presence d'eau, les 
expressions "solution de xanthane" ou "solution de chitosane" dans les revendications 
8 et 9, ainsi que dans la description (exemple 1) peuvent preter a confusion du fait du 
manque de precision de leur definition. 

d. Les conditions d'obtention des courbes de cinetique de liberation ne peuvent figurer 
dans la description (page 12, lignes 13-16), car il n'existe pas de support dans la 
demande telle que deposee pour ces explications. 

e. L'ajout d'une etape supplemental (e) a la revendication 8, concernant les actifs 
liposolubles, ainsi que dans la description, a la page 3, lignes 18-19, n'est pas 
acceptable. 

En tant que telle, elle ne correspond en effet pas aux etapes decrites dans Texemple 2. 

De plus, a la page 5, lignes 13-18, il est uniquement precise de quelle fagon les 
ingredients actifs hydrosolubles sont introduits dans I'hydrogel. 

Le mode de realisation de invention decrit dans I'exemple 2, page 6, se rapportant a 
I'inclusion d'une vitamine liposoluble par diffusion dans un hydrogel de 
xanthane/chitosane, n'est pas couvert par la revendication 8. 

Ce defaut de concordance entre les revendications et la description laisse planer un 
doute sur Tobjet pour lequel une protection est demandee. La revendication 8 n'est 
done pas claire (article 6 PCT). 

f. Les lettres de I'alphabet grec a et p, presentes dans la demande originale, manquent 
dans I'ensemble de la description modifiee. 
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TITRE DE I/INVENTION 

HYDROGELS POLYIONIQUES A BASE DE XANTHANE ET CHITOSANE POUR 

Stabilisation et Relargage CQNTR6ii des vitamines 



DOMAINE DE I'lNVENTION 

La presente invention a trait an domaine des hydrogels a base de xanthane et 
chitosane, Plus precis^ment, I 'invention a trait aux dornaines de rallmentatlon 
et de la dermatologie ou de teb hydrogels sont charg6s de principes actifs tels 
vi tannines, acides nuclefques, acides amines, oligopeptides. 



ARR1ERE PLAN TECHNQLOGIOUE 



II est connu de fabriquer des hydrogels a partir de chitosane et de xanthane. 
Les brevets americains 5,620,706 et 5,648252 prdsentent de tels hydrogels 
utilises comme support inerte pour ('immobilisation d'enzymes ou pour la 
15 liberation camrA|6e de cenalns antibjotiques ou agents anti-cancer. 
Cependant, I'application d'hydrogels de chitosane et de xanthane pour 
chargement, stabilisation et relargage de vitamines, acides nucleiques, acides 
amines et oligopeptides est jusqu'S present inexploree. 

Une des problematiques courantes dans la fabrication de complements 
20 alimentaires ainsi qu'en dermatologie est la conservation d'ingn§dients actifs 
tres sensibles a la degradation tels que vitamines, acides nucl^iques, acides 
amines, et oligopeptides, l/exposition £ la lumiere et la chaleur acc6lfere cette 
degradation. 

Compte tenu de important potentiel ben^fique de ces ingredients actifs, 
25 plusieurs vehicules tels comprim£s, capsules, gellules, cremes, onguents, gels, 
dispersions aqueuses (emulsions) et solutions, furent developpees dans le but 
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d'offrir une protection des produits actifs contre la degradation ou pour les 
rendre hydrophobes. Cependant, plusieurs d£savantages de ces preparations 
synthetiques, tels le potentiel irritant et la toxicity furent soulignes. 

Faute de trouver un vehicule adequat parrni les excipients conventionnels, 
5 I'utilisatlon de pofycations synthetiques fut r&remment proposee. Par 
exemple, la demands de brevet europ$en 504 066 A1, 1992, d£posee par 
L'OrSal, France, propose des compositions cosmetiques contenant une 
dispersion de particules solides actives dont la surface est revalue d'Url 
polymers cationique. Cependant, le but du revetement cationique est de 
10 rendre la composition stable dans son ensemble par opposition h stabiliser un 
ingredient faisant face a une tendance k la degradation. 

Un important besom demeure done pour la ddcouverte d'un nouveau vehicule 
utile en preparations alimentaires, cosmetologie et dermatologle pour contenir 
des ingredients actifs photosenslbles et thermosensibles tels vitamines, acides 

15 nucleiques, acides amines et oligopeptides. Un des buts de la presente 
invention est done d'enseigner des preparations alimentaires et 
dermatologiques contenant un hydrogel polyionique nature! pemnettant la 
protection d'ingredients actifs photo et thermo sensibles sans toutefois 
demontrer un potentiel irritant ou toxique. Un autre but connexe est 

20 I'enseignement d'une rn6thode permettant I 'introduction de ces ingredients 
actifs dans un hydrogel polyionique nature!. 

D'autres buts et objets de la presente invention deviendront apparents a la 
lecture de la description detaillee qui suit. II importe de noter que cette 
description d&eullee presente des incorporations et exemples preferentiels de 
25 I'invenfcion et est fournie a titre d'illustration. Ceux specialises dans le 
domaine de I'invention pourront apporter plusieurs arnanagemenU et 
modifications h ces incorporations et exemples preferentiels sans toutefois 
d^passer le cadre de la presente invention. 
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De fagon generate, I'invention porte sur une composition therrno et photo 
stable comprenant un hydrogel formS d'un complexe de xanthane et 
chitosane, I'hydrogel comprenant au moins une substance therrno ou photo 
sensible choisie parrni Ies substances suivantes : vitamines, acides amines, 
acides nucteiques et oligopeptides, I'hydrogel 6tant adapte a relarguer ces 
dites substances therrno ou photo sensibles chez un sujet animal ou humain* 
Pr6fdrablement, ies substances therrno ou photo sensibles seront prfesentes 
dans una proportion de 5 £ 25 % du poids total de la composition. Plus 
preferablement, ces substances seront choisias parmi Ies vitamines A, B, C, D, 
E, et K. 

^invention porte aussi sur une methode de fabrication de la composition 
inventive, la methode comprenant Ies etapes suivantes : 

(a) la dissolution des substances liposolubles dans un solvant approprie; 

(b) I'ajouT de cette solution, sous agitation, a une solution de xanthane; 

(c) la pulverisation du melange de l'£tape (b) a une solution de chitosane; 

(d) la recuperation de I'hydrogel ainsi form6; 

(e) incorporation des substances liposolubles de l'£tape (a) par diffusion 
dans I'hydrogel; 

toutes Ies etapes se faisant en I'absence d'oxygene et de lumi&re, 

Dans une autre methode selon invention, la composition de I'invention 
pourra Stre obtenue par Ies Stapes suivantes : 

(a) la pulverisation d'une solution de xanthane dans une solution de 
chitosane; 



3 
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(b) la recuperation de I'hydrogel ainsf form6 sera caracterisde par une 
lyophilisation de I'hydrogel; 

(c) Introduction du I'hydrogel IyophilisS dans une solution aqueuse 
comprenant I es substances hydrosolubles pouvant £tre avantageusement 

5 stabilisSes par I'ajout d'acides aminiques tels les L-cysteine, ^cystine et L- 
rn&hionine ou melange de ces dermers ou par I'ajout de tripeptides; 

(d) incorporation des substances hydrosolubles dans I'hydrogel par 
diffusion des substances hydrosolubles lors du gonflement de I'hydrogel, ledlt 
hydrogel ayant un degr§ de gonflage de 2000 % ou plus. 

10 Sous un aspect additionnel, ^invention pr6sente une methode d'utilisation de 
ces hydrogels en dermatologie ou comme complement alimentaire. 

BftEVE DESCRIPTION PES FIGURES 

Figure 1 Complexation entre le chitosane et xanthane 

1 5 Figure 2 Schema du montage pour I'etude cineiique 

Figure 3 Masse de Vitamine C liberee en fonction du temps 

Echantillon cod6 VS2L Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C prepay k 
partir de CHITOXAN MC avec degre de gonflage ( ) « 1800 % 

Figure 4 Vitesse de liberation de la vitamine C en fonction du temps, 
20 Echantillon code VS2L 

Figure 5 Masse de vitamine C en fonction du temps 

Echantillon code V52R. Hydrogel CHITOXAN MC -Vit C prepare 
a partir de CHITOXAN MC avec degre de gonflage ( ) - 2200 % 

Figure 6 Vitesse de liberation de la vitamine C en fonction du temps 
25 Echantillon cod£ VS2R 
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Figure 7 



Variation du pourcentage de la Vitamins C liberie en fonction 
du temps 

Echanlillon VS2M Hydrogel CHITOXAf\T c -Vit. C prepare a 
partir de CHITOXAN MC avec degre de gonflage ( ) - 3500 % 



DESCRIPTION PETAIUEE DE ^INVENTION 



La presente description detaillee r6vfele des compositions alinrtentaires et 
dermatologfques comprenant un ou plusieurs ingredients actifs photo ou 
thermo sensibles a la degradation. Ces compositions cornprenant un hydrogel 
polyioniques forme d'un complexe de chitosane et xanthane pouvant contenir 
et proteger les ingredients actifs photo et thermo sensibles ainsi que bonifier 
leur activite par un effet de liberation contr&lee. 

II est aussi deem deux methodes d'incorporation des ingredients actifs dans 
I'hydrogel de chitosane et xanthane. Les Ingredients actifs Ifposolubles sont 
introduits dans I'hydrogel par une premiere methode lors de la fabrication de 
I'hydrogel. Les ingredients actifs hydrosolubles sont introduits par une 
m6thode de diffusion dans I'hydrogel faisant suite a la fabrication de 
I'hydrogel. 

La presente invention demontre, de fa^on surprenante et innovatrice la 
possibilite d'introduire diverses vitamines ou autres ingredients tels acides 
amines, acides nucleiques et oligopeptides dans un hydrogel pour ensuite 
relarguer ses substances par differemes voles, tels doses orales, suppositoires, 
crimes, onguents, gels, solutions, dispositifs transcutanes ("patch"). Par 
surcroTt, la presente invention revele (a possibilite d'introduire et de solubiliser 
dans un meme hydrogel des vitamines liposolubles ou hydrosolubles, 

Finalement, il est aussi decrit une methode de fabrication d'un complement 
alimentaire et d'une crfeme dermatologique incorporant I'hydrogel de la 
presente invention. 
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II est a noter que les termes 'dermatologie" et "dermatologique" sont employes 
dans leur sens large incluant ainsi toutes applications cosmetologique et 
cosmetique. De plus, ces termes s'£tendent a des applications sur la peau ou 
sur les phanferes. 

5 Le terme "complement aiimentaire" s'entend aussi dans son sens large incluant 
ainsi toute preparation alimentalre, le complement 6tam utilise dans un role 
nutritionnel ou therapeutique ou encore dans un simple role physique dans la 
preparation alimentaire, par exemple, en tant qu'agent texturant, de 
remplissage ou de contr&le de viscosite. 

10 Les compositions de la presente invention sont destines principalement au 
humains mais peuvent aussi avoir application dans le domaine v&erinaire. 

Se r6f£rant a la figure 1, is est constate que I'hydrogel utilise dans la presente 
invention est un complexe h base de chitosane et xanthane issu d'une reaction 
ionique entre ces deux polyions. Une methode de fabrication de I'hydrogel 
1 5 est decrite dans le brevet arnericain 5,720,206 accorde au m6me cessionnaire 
que la presente demande. Tel qu'illustr£ dans la figure 1, le xanthane et le 
chitosane forme un complexe c'est-a-dire I'etablissement de divers liens 
ioniques entre les motecules de chitosane et de xanthane formant ainsi 
Thydrogel. 

20 

Inclusion de vitamines liposolubles dans I'hydrogel chitosane-xanthane 
vitamine A 

La vitamine A (Retinol) est un produit tres sensible h la lumifere et k l'oxyg£ne. 
L'utilisation de ce produit dans une creme k litre d'exemple, ne peut se faire 
25 que si le produit est prealablement stabilise contre les effets negatifs des agents 
precites. La methode de la presente invention consiste & stabiliser la vitamine 
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A dans un hydrogel compost de xanthane et de chitosane prepare selon la 
methode decrite dans la brevet americain 5,620,706. 

Exemple 1 inclusion de la vitamine A durant la fabrication 

Une solution (100 ml) de vitamine A (10 - 20 % w/v) dans I'alcoal ethylique a 
5 d'abord ete preparee. Cette solution est ajoutee, sous forte agitation, a 500 ml 
d'une solution de xanthane, 0,65 % w/v, pour obtenir une concentration finale 
en vitamine A de 1,66 - 3,33% w/v. La solution peut etre conservee a 3 °C. 
Par la suite, un systeme de pulverisation est utilise pour ajouter la solution de 
vitamine A - xanthane a 800 ml d'une solution de chitosane 0,65 % w/v. La 

1 0 reaction doit se poursuivre pendant 30 min. Le ge! forme doit fitre filtre et Iav6 
avec de t'eau pour atteindre un pH de 6.8. Pour augmenter la stabilite finale 
du gel, un dernier lavage avec une solution de bicarbonate de sodium 1 % w/v 
amene le gel a un pH de 7.5. Le gel est par la suite congel6 et lyophilis§. 
Toutes les operations, incluant la congelation, se font en I'absence d'oxygene 

15 et de lumiere. 

Exemple 2 Inclusion de la vitamine A par diffusion 

En utilisant un hydrogel a base de xanthane-chitosane poss6dant un degre de 
gonflage { ) d'au minimum 2000% il est possible d'introduire la vitamine A par 
diffusion- Le degre de gonflage se ddflnit selon la formule suivante: 

20 - 100% X masse d'hydrogel gonfl£ h I'Squilibre- masse d'hydrogel sec 

masse d'hydrogel sec 

Dans ces conditions, on diminue de fafon importante le temps de 
manipulation pr^venant ainst la degradation de la molecule. Pour ce faire, il 
suffit de dissoudre 0,07 g de Vitamine A dans 1 ml d'alcool ethylique (96%) et 
25 d'y ajouter 1,5 g du complexe xanthan-chitosane lyophilis£ avec = 2500 %- 
Une legere agitation permet d'obtenir une pate homogene. On ajoute alors 2 
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ml d'aicool ethylique et 200 I d'eau toujours sous l£gere agitation et on place 
le tout a 4°C pendant 24 h a I'abri de la lurniere. L'alcool est par la suite 
evapore a 4°C Le produit fini possfcde une concentration de 46 mg de 
Vitamine A / g produit lyophilise, 

5 Exemole 3 Inclusion de la vitamine E 

Pour T incorporation de la Vitamine E, la m&hode (1) dSveloppee pour la 
vitamine A est appliquee. La concentration en vitamine E peut atteindre 
jusqu'a 20 %« 

Exemple 4 Inclusion de la vitamine K 

10 En ce qui concerne la vitamine K, la meme methode (1) que pour la vitamine 
A avec une concentration de vitamine K pouvant atteindre 20 %. 

Inclusions de vitamines solubles dans Peau 

Pour les produits bioactifs solubles dans I'eau il est preferable d'utiliser la 
methode de diffusion dans I'hydrogel lyophilise pour eviter les pedes 
1 5 inevitables de produits pendant la reaction entre le xanthane et le chitosane. II 
est nScessaire dans cette condition d'avoir une hydrogel avec une degrS de 
gonflage d'au minimum 2000 %. 

Exemple 5 Inclusion de la vitamine C 

Parce que la vitamine C presente une forte action oxydo-reductrice en regard 
20 du chitosane, une nouvelle methode d'inclusion a 6t6 dSveloppee, Cette 
methode comprend deux (2) etapes ; 

£tape 1 La preparation du complexe xanthane-chitosane (CHITOXAN* 0 ), 

c'est-i-dire I'hydrogel polyionique; 
Etape 2 L'in corporation de la Vitamine C. 
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1- Preparation du complexe xanthane-chitosane 

Le complexe CHITOXAN MC se prepare par la methode dStrite ant^rieurement, 
soit celie du brevet americain 5,620,706 , Le chitosane utilise pour preparer 
ce complexe a typiquement un poids moteculaire compris entre 250,000 et 
5 350,000, et I'hydrogel un 20007*, 

Le CHITOXAN MC est moulu pour obtenir une fine poudre avec des particules 
ayant un diametre compris entre 250 et 500 m. 

2- Incorporation de la vitamine C 

2a. Stabilisation par acides aminiques 

10 A 10 ml d'eau, on ajoute 1 g de vitamine C, 0,06 g de L-cysteine, 0,02 g de 
L-cystine, O,02 g de L-methionine. Par la suite, on ajoute 1 g du CHITOXAN K " c 
lyophilise avec des particules de 250 - 500 m. Le melange ne doit pas 
presenter de phase liquide en exc&s. Si n£cessaire, de I'eau peut etre ajoutee. 
On maintient le melange pendant 2 hrs pour arriver a I'equilibre d'hydratation. 

1 5 Toutes les operations doivent se faire en I'absence de lumiere. Le melange est 
par la suite congele et lyophilise. La transformation en poudre du produit final 
donne des particules variant entre 50 et 125 m. 

La vitamine C ainsi incorporee et hydratee presents une stabilite, sans aucun 
cbangement de coloration, de 2 eemaines h 45 °C et de 20 semaines pour le 
20 gel sec a cette meme temperature. II est possible d'utiliser comme agent de 
stabilisation, de I'acide tartrique 0J %, de I'acide mStaphosphorique 0,03 % 
ou de I'acide citrique 0,1 %. Le pourcentage ponderal est par rapport au 
complexe CHITOXAN MC - 

2b. stabilisation par tripeprides 

25 On utilise la methode 2a, en remplafant les acides-aminds par le tripeptide 
avec acides aminiques sulfurds. A 10 ml d'eau, on ajoute 1 g de vitamine C et 
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0,002 g de gluthatione. Aprfes 5 minutes d'agitation on introduit 1 g 
CHITOXAN MC et on agite I6gferement jusqu'a I'obtention d'une pate 
homogfene. On laisse en repos pendant 2 hrs pour arriver a I'equilibre 
d'hydratation. La pSte est congel^e et lyophilisee, Toutes les operations 
5 doivent se faire en i'absence de lumiere. 

Extraction et dosage de ta vitamine C incluse dans le CHITOXAN MC 

Extraction 

SoJvant d'extraction : solution aqueuse d'acide meiaphosphorlque 3 % (w/v), 
fl % acide ac^tlque (yfv) 

10 Methode : Dans un tube a centrifuger de 50 ml protege contre la lumiere, 
on introduit de 20 jusqu'a 30 mg de CHITOXAN MC + Vit. C lyophilisS et 
40 ml du solvant d'extraction. Agiter pendant 60 min avec un barreau 
magn^tique. Finalement, la suspension est centrifug£e (4000 rpm) et le 
surnageant est analyst. 

15 Determination quantitative de la vitamine C 

Avant de proceder a la determination quantitative de la vitamine C, il faut 
mesurer le maximum d'absorption dans un spectrophotometre UV-VIS. Le 
standard se prepare en utilisant une solution de vitamine C, qui a servi a la 
fabrication du CHITOXAN Mf: -Vit. C, dans le solvant d'extraction- Notre test a 
20 donne un maximum d'absorption a 243 nm pour la vitamine C type 
ALDRICH, purete 98 % 

Apres avoir lvalue le maximum d'absorption, on determine !a courbe tStalon 
(absorption en fonction de la concentration de la vitamine Q. Dans une fiole 
jaugtle, on prepare une solution de vitamine C dans le solvant d'extraction h 
25 une concentration de 1,3 mg / mL La solution est pn§par6e juste avant de 
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proceder a i'analyse. Par dilution successive; on mesure la dependance 
absorption / concentration tmg / ml). 

La concentration du surnageant obtenu dans i 'extraction est d6termin<§e par 
photocolorim£trie h 243 nm et calculee a partir de la courbe etalon. 

5 La concentration de la vitamine C dans l'£chanti!lon prepare par la methode 
2a est de 49.6%. 



Inclusion du CHJTOXAN MC -Vit C dans une base de cr&me 

1 g de Chitoxan MC -Vit, C est hydrate avec de j'eau jusqu'^ I'obtention d'une 
10 pate crSmeuse. Par la suite, il suffit de peser la pSte et de calculer la 
concentration donnee en vitamine C. Subsequemment, la pate est introduite 
sous forte agitation dans la base de creme pour obtenir une concentration 
finale desiree en vitamine, preferablement de 5 a 25% poids. 

15 Determination de la stability de la vitamine C induse dans une base de 
creme 

10 g de la preparation obtenue par inclusion de CHITOXAN^-Vit. C dans une 
base creme est introduite dans tin tube protege de la lumi&re. Ce tube est par 
la suite chauffe a 45°C, Pour determiner le taux de degradation de la vitamine 
20 C dans la base de cr&me, on prend un ©chantillon qui correspond a environ 
10 - 30 mg de vitamine C Cet Schantillon est pris a chaque jour et ce pendant 
les 4 premiers jours et par la suite k tous les 2 jours pour un total de 30 jours. 
Si les £chantiilons ne sont pas analyses tout de suite, ils doivent etre conserves 
au congelateur (-4°Q. 

25 Les echantillons preleves sont analyses de la maniere decrite pr6c£demment 
(toujours en utilisant le solvant d'extraction)- 
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A partir des achantillons VS2L, VS2R et VS2M on a pr6par6 des cremes avec 
une concentration de 5% a 25% poids en vitamine C. En utilisant la methode 
d^crite, on a trouvd une bonne stabilite de la vitamine C jncluse dans le 
CHITOXAN; aucune coloration de la cr&me aprfes un chauffage a 45 °C 
5 pendant 30 jours alors que la decomposition de la vitamine C a 6te de 15%. 
Pour une cr&roe pr£par£e h partir de vitamine C libre, on a trouve, dans les 
mfemes conditions, une decomposition de 98% et une coloration orangee- 



Cinetsque de liberation 

10 Se referant au Tableau 1 ci-bas, trois types d'hydrogels CHiTOXAN MC -Vit C 
furent etudies. Tel qu'illustre parla figure 2, la dnetique de relargage de la 
vitamine C est determinee en introduisant une quantite precise du 
CHITOXAN^-Vit. C dans le r£acteur. Les courbes cin6tiques de liberation ont 
6t£ r6alis6es a temperature ambiante en presence de lumifere par {'utilisation 

15 d'un stabilisant de la vitamine C constitue de 3%/vol d'acide m£taphos- 
phorique et de 8%/vot d'acide acetique. 



Tableau 1 

Code des preparations 
CHITOXAN MC -Vit. C 



Degr6 de gonflage ( ) 
du CHITOXAN MC 



Concentration de 
vitamine C dans le 
CHITOXAN MC -Vit. C 
(%) 



VS2L 
VS2R 
VS2M 



1800 
2200 
3500 



50,3 
49, & 
51,0 
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Le solvant (m6iange 3 % w/v acide metaphosphorique et B % w/v acide 
ac6tique) penetre par la tuyau central directement dans Ig reacteur ou il entre 
en contact avec le CHITOXAN MC -Vitamine C La vitamine C se libfcre 
graduellement du complexe et entre en solution dans le solvant. Le solvant 
5 s'echappe du r^acteur par les petits orifices et se retrouve dans le tube 
exterieur, Avec cette mSthode, on assure une circulation constante de solvant 
autourde I'&hantillon a analyser. 

Se r£f6rant maintenant a la figure 3, il est vu que la masse de vitamine C 
liberee montre une relation lineaire en fonction du temps (cinetique d'ordre 
10 z&ro) avec une caesura nette aprfefi 60 minutes dans le cas du CHITOXAN MC - 
Vit. C de type VS2L et 40 minutes dans le cas du CHITOXAN MC -Vitamine C 
type VS2R. 

Se referant maintenant k la figure 4, il est vu dans un premier cas 
(CHITOXAN MC -Vit. C de type VS2L) que la vitamine C diffuse a une vitesse 
15 constante de 0.36 mg/min pendant la premiere p^riode, puis la vitesse 
dlmfnuede moiti6 pour les 100 minutes suivantes, 

Dans le deuxieme cas iliustre aux figures 5 et 6 la diffusion s'effectue 
beaucoup plus rapidement dans les 40 premieres minutes avec une vitesse de 
1.18 mg/min, puis elle est presque nulle avec une valeur de 0,02 mg/min. La 
20 figure 5 montre la masse de vitamine C en fonction du temps pour 
r&hantillon code VS2R. Hydrogel CHITOXAN^-Vit. C prepare a partir de 
CHITOXAN MC avec degr6 de gonflage () « 2200 %, La figure 6 montre la 
vitesse de liberation de la vitamine C en fonction du temps pour I'echanttllon 
code VS2R. 

25 La figure 7 montre la variation du pourcentage de ia Vitamine C liberee en 
fonction du temps pour un echantillon VS2M Hydrogel CHITOXAN Mr -Vit. C 
prepare a partir de CH!TOXAN MC avec degre de gonflage ( ) - 3500 %. Pour 
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cet echantillon, une lib6ration de B5 % de la vitamine C dans les premiers 10 
minutes d'eiutjon fut constates. 



Inclusion du CHITOXAN MC -Vit C dans une preparation alimentaire 

5 L'Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C et d'autres hydrogels cbitosane-xanthane 
contenant vitamines, acides nucleiques, acides amines et oligopeptides 
peuvent aussi etre utilises dans des preparations alimentaires hydratees telles 
que gelees, sauces et sirops ainsi que dans des preparations deshydratees. 

Les caracterJstlques physiques de I'hydrogel chitosane-xanthane chotsi 
10 determineront la structure et la texture plus ou moins visqueuse de I'hydrogel. 
Ce choix d'bydrogel selon la presente invention perrnettra done d'adapter 
I'hydrogel i diverses applications alimentaires. 

Par surcrolt, la presente invention comporte la mise en pastille de la poudre 
CHITOXAN-Vit. C avec d'autres ingredients actifs, si requis. II est aussi pn§vu 
15 la mise en pastille d'une poudre lyophilis6e d'autres hydrogels chitosane- 
xanthane contenant vjiamines diverses, acides amines, acides nucleiques, 
oligopeptides ou une comblnalson parmi ces ingredients actifs. 

II va de soi que la presente demande peut recevoir amenagements et variantes 
sans pour autant sortir du cadre de la presente invention telle que decrite. 
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fcEVENDlCATIONS ; 

1. Composition thermo et photo stable comprenant un hydrogel forme 
d'un complexe de xanthane et chitosane, ledit hydrogel comprenant au mains 
une substance thermo ou photo sensible choisie parmi les substances 

5 sujvantes; vitamines, acides amines, acides nucleiques et tripeptides, ledit 
hydrogel £tant adapte a relarguer sur plusieurs heures ces dites substances 
therrno ou photo sensibles chez un sujet animal ou humain. 

2. Composition selon la revendication 1 dans laquelle les substances 
thermo ou photo sensible sont des vitamines dans une proportion de 5 a 25% 

10 du poids total de la composition. 

3. Composition selon la revendication 2 dans laquelle les vitamines sont 
choisies parmi les vitamines A y B, C, D, E et K. 

4. Composition selon la revendication 3 dans laquelle la vitamine est la 
vitamine A. 

15 5. Composition selon la revendication 3 dans laquelle la vitamine est la 
vitamine C. 

6. Composition selon la revendication 1 dans laquelle les substances 
thermo et photo sensibles sont aussi liposolubles. 

7. Composition selon la revendication 1 dans laquelle les substances 
20 thermo et photo sensibles sont aussi hydrosolubles. 

8. Methode de fabrication de la composition de ia revendication 6 
comprenant les etapes sulvantes; 

(a) la dissolution des substances liposolubles dans I'alcool 
ethyl ique; 
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(b) I'ajout ds cette solution, sous agitation, a une solution de 
xanthine; 

(c) la pulverisation du melange de l'6tape (b) & une solution 
aqueuse de chitosane; 

5 (d) la recuperation de I'hydrogel ainsi forme; 

(e) Incorporation des substances liposolubles dans I'hydrogel par 
diffusion des substances liposolubles dissoutes dans I'dthanol 
(95%/Vol) etce a une concentration de 50%/vol. 

toutes les etapes se faisant en 1'absence d'oxygene et de lumiere. 

10 9. Methode de fabrication de la composition de la revendication 7 
comprenant les Stapes suivantes; 

(a) la pulverisation d'une solution de xanthane dans une solution de 
chitosane; 

(b) la recuperation de I'hydrogel ainsi forme, cette recuperation 
15 etant caracterisee par une lyophilisatjon de I'hydrogel; 

(c) {'introduction du I'hydrogel lyophilis6 dans une solution 
aqueuse comprenant les substances hydrosolubles; 

(d) incorporation des substances hydrosolubles dans I'hydrogel par 
diffusion des substances hydrosolubles lors du gonflement de 

20 I'hydrogel, ledit hydrogel ayant un degre de gonflage de 2000 % 

ou plus, 

10. La methode de fabrication de la revendication 9 dans laquelle, lors de 
I'etape (c), ia stabilisation des substances hydrosolubles est favoris6e par I'ajout 
d'acides aminiques. 
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11. La m£thode de ia revendication 10 dans laquelle les acides aminiques 
sont cholsls parml les L-cystelne, L-cystine et L-methionlne ou melange de ces 
derniers. 

12. La m6thode de fabrication de la revendication 9 dans laquelle, lors de 
5 I'etape Cc), la stabilisation des substances hydrosolubles est favorisee par I'ajout 

de tripeptides. 

13. L'utilisation de la composition de Tune ou I'autre des revendications 1 
h 7 dans la fabrication d'un produit dermatologique, 

14. L'utilisation de la revendication 13 dans laquelle le produit 
1 0 dermatologique est une crfenne. 

15. L'utilisation de la revendication 14 dans laquelle la substance thermo 
et photo sensible est la vitamlne A. 

16. L'utilisation de la composition de I 'une ou I'autre des revendications 1 
a 7 dans la fabrication d'un complement alimentaire. 
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PCT 



REQUETE 



Le soussigne requiert que la presente demande 
Internationale soit traitee con form em en t au Traite de 
cooperation en matiere de brevets. 



Rcservd a Tofficc recepteur 



Demande Internationale n° 



Date du depot international 



Nom de 1'office recepteur et "Demande intemationale PCT* 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire (facultatif) 
(12 caractkresau maximum) AML /12616 ♦ 12 



Cadre TITRE DE L'INVENTION jjyDROGELS POLYIONIQUES A BASE DE XANTHANE ET 

CHITOSANE POUR STABILISATION ET RELARGAGE CONTROLE DES VITAMINES 



Cadre n» II DEPOSANT 



Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
[adresse indlquee dans ce cadre est I 'Etat oil le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

KEMESTRIE INC. 
4245, rue Garlock 
Sherbrooke, Quebec 
J1L 2C8 
CANADA 



□ 



Cette personne est aussi 
inventeur. 



n*de telephone 






(819) 


569- 


4888 


n°detelecopieur 






(819) 


569- 


8411 



n° de t£le imp rime ur 



Nationality (nom de TEtat) : 
CA 



Domicile (nom de PEtat) : 
CA 



Cette personne est 
deposant pour : 



□ tousles Etats 
designes 



r~~"| tous ies Etats designed sauf 
IX I lesEtats-Unisd'Amerique 



□ IcsEtats-Unisd'Amerique I 1 Ies Etats indiques dans 
seuiement | | lecadresupplementaire 



Cadre n' III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 



Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
Fadresse indique e dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

CHORNET, Esteban 
47 0, rue Montmagny 
Sherbr ooke , Quebec 
J1L 1H3 
CANADA 


Cette personne est : 

| | deposant seuiement 

|x 1 deposant et inventeur 

| | inventeur seuiement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


National ite (nom de TEtat) : 
CA 


Domicile (nom de FEtat) : 
CA 



Cene personne est 
deposant pour : 



j j tous Ies Etats 



designes 



□ tous Ies Etats designes sauf 
lesEtats-Unisd'Ameriquc 



FT^{ lesEtats-Unisd'Amerique I I Ies Etats indiques dans 
I seuiement | J Iccadresupplementaire 



| x | D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 



Cadre n' IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 



La personne dont Hdemite est donnee :ci-dessous est/aete designee pour agirau nom CT"| mandataire I 1 rep resentant commun 
du ou des deposants aupres des autontes intemationaJes competentes, comme: ELJ 1,iaiIuauiuc | | » C F WC » W " 1 LU,mnui1 



Nom et adresse : /Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation officielle 
complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays.) 

DUBUC, Jean H.;LECLERC, A . ; PRINCE, G.;LUPIENM 
Goudreau Gage Dubuc & Martineau Walker 
Tour de la Bourse 
800 Place Victoria, bureau 3400 
P.O.Box 242 
Mnnt-rpal, Qneher: 



H4Z 1E9, CANADA 



n'de telephone 

(514) 397-7604 



n*detelecopieur 

(514) 397-4382 



n*de t£l£imprimeur 



□ 



Adresse pour la correspondance : cocher cette case lorsque aucun mandataire ni representant commun n*est/n*a e*te designe 
et que l'espace ci-dessus est utilise pour indiquer une adresse speciale a laquelle la correspondance doit etre envoyec. 



Formulaire PCT/RO/101 (premiere feuille) (juillet 1998) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 




Feuille n° . . ?. 



Suite du cadre n* III ALTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Si aucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, cette feuilte ne doit pas etre inctuse dans la requite. 


Nom et adresse : (Som de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
radresse indfquee dans ce cadre est I Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

DUMITRIU, Sever ian 
7 50 McGregor 
Sherbrooke, Quebec 
J1L 1V7 
CANADA 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

|X | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de TEtat) : 
CA 


Domicile (nom de TEtat) : 
CA 


Cette personne est f - 1 tous les Etats | 1 tous les Etats designes sauf f— | IcsEtats-Unisd'Amerique r~n les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes | | lesEtats-Unisd'Amerique IA 1 seulement | | lecadresupplementairc 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
radresse indique e dans ce cadre est I 'Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| | deposant et inventeur 

| [ inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de TEtat) : 


Domicile (nom de TEtat) : 


Cette personne est 1 1 tous les Etats | 1 tous les Etats designes sauf 1 I lesEtats-Unisd'Amerique r—| les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes 1 1 les Etats-Unisd' Amen que I | seulement | | lecadresupplementairc 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
tadresse indfquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee, ne 
pas remplir la suite,) 


Nationality (nom de TEtat) : 


Domicile (nom de l'Etat) : 


Cette personne est I 1 tous les Etats | — 1 tous les Etats designes sauf r~| lesEtats-Unisd'Amerique I 1 les Etats indiques dans 

deposant pour : ' 1 designes | | les Etats-Unisd 'Amen que I | seulement | | lecadiesupplementaire 


Nom et adresse : (Som de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Lepays de 
radresse indfquee dans ce cadre est I 'Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de PEtat) : 


Domicile (nom de PEtat) : 


Cette personne est 1 1 tous les Etats ( — | tons les Etats designes sauf I 1 lesEtats-Unisd'Amerique I 1 les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 I designes | | lesEtais-Unisd'Amerique 1 | seulement | | lecadresupplementairc 


\ \ D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une autre feuille annexe. 



Formulaire PCT/RO/101 (feuille annexe) Gullet 1998) Voir les notes relatives au formuiaire de requite 



Feuille n* 



Cadre n* V DESIGNATION D'£1 



Les designations suivantcs sont faites conformdmcnt a la regie 4.9. a) (cocher les cases appropriees; une au moins doit l itre) : 
Brevet regional 

(3 AP Brevet ARJDPO : GH Ghana, GM Gambie, KE Kenya. LS Lesotho, MW Malawi, SD Soudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swaziland, UG Ouganda, ZW Zimbabwe et tout autre Eta: qui est un Etat contractant du Protocole de Harare et du PCT 

G3 EA Brevet eurasien : AM Armdnie, AZ AzerbaTdjan, BY Belarus, KG Kirghizistan, KZ Kazakhstan, MD Republique de 
Moldova, RU Federation de Russie, TJ Tadjikistan, TM Turkmenistan et tout autre ttat qui est un ttat contractant de 
la Convention sur le brevet eurasien et du PCT 

03 EP Brevet europlen : AT Autriche, BE Belgique, CH et LI Suisse et Liechtenstein, CY Chypre, DE AHemagne, 
DK Danemark, ES Espagne, FI Finlande, FR France, GB Royaume-Uni, GR Grice, EE Irlande, FT ItaJie, 
LU Luxembourg, MC Monaco, NL Pays-Bas, PT Portugal, SE Suede et tout autre Etat qui est un £ tat contractant de la 
1 Convention sur le brevet europeen et du PCT 

{5| OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Republique centrafricaine, CG Congo, CI C6te d'lvoire, 
CM Cameroun, GA Gabon, GN Guinee, GW Guinee-Bissau, ML Mali, MR Mauritanie, NE Niger, SN Senegal, 
TD Tchad, TG Togo et tout autre £tat qui est un Etat membre de TOAPI et un Etat contractant du PCT (si me autre forme 
de protection ou de traitement est wuhctitee, le preciser sur la ligne pointillee) 

Brevet national (si une autre forme de protection ou de traitement est souhaitee, le preciser sur la ligne pointillee) : 

E3 AE £mirats arabes unis S Liberia 

AL Albanie HI LS 

AM Armenie S LT 

AT Autriche 0 LU 

Australie E3 LV 

AzerbaTdjan E3 MD 



0 
0 
H 
B 

0 

la 
Q 

E3 
Q 
B 
E3 
0 
E 
E 
E 
E 
□ 
E3 
0 
0 
E 
E 

m 

H 

m 

m 
s 

E 
E 

E 
B 
E 
□ 



AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



Lesotho 

Lituanie 

Luxembourg 

Lettonie 

Republique de Moldova 



Bosnie-Herzegovine 

Barbade 

Bulgarie 

Bresil 

Belarus 

Canada 

CH et LI Suisse et Liechtenstein 

CN Chine 

Cuba 

Republique tcheque . 



CU 
CZ 
DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
GB 
GD 
GE 
GH 



m 

H 

0 

Q 
B 



MG Madagascar 

MK Ex-Republique yougoslave de Macedoine , 



AHemagne E3 

Danemark 0 

Estonie 0 

Espagne E 

Finlande B 

Royaume-Uni C3 

Grenade B 

Georgie 0 

Ghana H 

GM Gambie 13 

HR Croatie 0 

Hongrie 13 



HU 
ID 
IL 
IN 
IS 
JP 
KE 



Indonesie 

Israel 

Inde 

Islande 

Japon 

Kenya 

KG Kirghizistan 

KP Republique populaire democratique de Core* 



m 
m 



MN Mongolie 

MW Malawi 

MX Mexique . 

NO Norvege 

Nouvelle-Zeiande 

Pologne 

Portugal 

Roumanie 

Federation de Russie . . 
Soudan 
Suede 
Singapour 

Slovenie 

Slovaquie 

Sierra Leone 

Tadjikistan 

Turkmenistan 

Turquie 

Trinite-et-Tobago 

Ukraine 

Ouganda 

Etats-Unis d'Amerique . 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 

TM 

TR 

TT 

UA 

UG 

US 



uz 

VN 

vu 

ZA 



Ouzbekistan . . . 

Viet Nam 

Yougoslavie 

Afrique du Sud 



ZW Zimbabwe 



KR 
KZ 
LC 
LK 



Republique de Coree Cases reservees pour la designation d*£tats qui sont devenus 

Kazakhstan parties au PCT apres la publication de la prfsente feuille : 

Sainte-Lucie □ 

Sri Lanka O 



Declaration concernant les designations de precaution : outre les designations faites ci-dessus, le deposant fart aussi conformement a la 
rfcgle 4.9.b) toutes les designations qui seraient autorisecs en vertu du PCT, a rexception de toute designation indiquee dans le cadre 
suppiementairc comme etant exclue de la portee de cette declaration. Le deposant declare que ces designations additionnelles sont faites 
sous reserve de confirmation et que toute designation qui n'est pas confirmee avant rexpiration d'un deiai de 1 5 mo is a compter de la date de 
priorite doit etre consideree comme retiree par le deposant a Texpiration de ce deial (Pour confirmer une designation. Ufixut deposer une 
declaration contenant la designation en question et payer les taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenu- a l* office 
recepteurdansledelaide 15 mots J 



Fonnulaire PCT/RO/I01 (deuxieme feuille) Quillet 1999) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Fcuillc n° 



.4 



Cadre n* VI 



REVINDICATION DE PRIORITE 



D'autres rcvcndications dc priorite sont 
indiquees dans Ic cadre supplementaire. 



Date de depot 
de la demande anterieure 

(jour/mois/annee) 


Numero 
de la demande anterieure 


Lorsque la demande anterieure est une : 


demande nationale : 
pays 


demande regionale :* 
office regional 


demande Internationale : 
office recepteur 


(1) 17 juillet 98 
(17/07/1998) 


2, 243, 619 


CA 






(2) 










(3) 











L*ofifice recepteur est pri£ de preparer et de transmettre au Bureau international une copie certifiec conforme de la ou des demandes 
anterieures (seulement si la demande anterieure a ete deposee aupres de I 'office qui. awe fins de 

la presente demande Internationale, est V office recepteur) indiquees ci-dessus au(x) point(s) : ( 1) 



* Si la demande anterieure est une demande ARIPO. il est obligatoire d'indiquer dans le cadre supplementaire au moins un pay s partie a la Convention 
de Paris pour la protection de la propriete industrielle pour lequel cette demande anterieure a ete deposee ( regie 4. 1 0. b)ii)j. I oir te cadre supplementaire. 



Cadre n* VII ADMINISTRATION CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de Pad ministration char gee de la recherche 
Internationale (ISA) (si pfusieurs administrations 
char gees de la recherche Internationale sont compete ntes 
pour proceder a la recherche Internationale, indiquer 
I 'administration choisie; le code a deux lettres peut etre 
utilise) : 

ISA/ 



Demande d* utilisation des resultats d'une recherche anterieure; mention de 
cette recherche (si une recherche anterieure a ete effectuee par 1 9 administration 
chargee de la recherche Internationale ou demandee a cette demiere) : 

Date (jour/mois/annee) Numero Pays (ou office regional) 



Cadre n» VIII BORDEREAU; LANGUE DE DEPOT 



La presente demande intemationale contient 
le nombre de feuilles suivant : 



requete 

description (sauf partie reservee 
au I i stage des sequences) 

revendications 

abrege 

dessins 

partie de la description reservee 
au listage des sequences : 

Nombre total de feuilles 



12 
4 
1 
7 



28 



Le ou les elements coches ci-apres sont joints a la presente demande internationaJe : 

1. 0 feuille de caJcul des taxes 

2. □ pouvoir distinct signe 

3. □ copie du pouvoir general; numero de reference, le cas echeant : 

4. □ explication de fabsence d'une signature 

5- □ documents) de priorite indique(s) dans le cadre n° VI au(x) point(s) : 

6. □ traduction de la demande intemationale en (langue) : 

7. □ indications separees concernant des micro-organismes ou autre materiel 

biologique deposes 

8. □ listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines sous forme 

dechiffrable par ordinateur 

9. □ autres elements (preciser) : 



Figure des dessins qui 1 
doit accompagner F abrege : 


Langue de depot de la PPANfAT^ 
demande internationaJe : * 


Cadre n* IX SIGNATURE DU DEPpSAJVT OU DU MANDATAIRE 



A cote de chaque signature, indiquer le nom 

GOUDREAU G 

0 




taire et. si cela n apparait pas clairement a la lecture de la requite, a quel titre I Interesse signe. 



DUBUC & MARTINEAU WALKER 



ALAJN M. LECLERC 



Reserve a Pofifice recepteur 



1. Date effective de reception des piecesjjsupposees 
constituer la demande intemationale : 



3. Date effective de reception, rectifiee en raison de la reception ulte- 
rieure, mais dans les delais, de documents ou de dessins completant 
ce qui est suppose constituer la demande internationaJe : 



4. Date de reception, dans les delais, des corrections 
demandees selon Particle 1 1.2) du PCT : 



2. Dessins : 
1 | recus : 



□ 



non recus : 



5. Administration chargee de la recherche jq* , 
intemationale (si plusieurs sont comp&entes) : ' 



6. I I Transmission de la copie de recherche diffcree 
I I jusqu'au paiement de la taxe dc recherche. 



Reserve au Bureau international 



Date de reception de rexemplaire 
original par le Bureau international : 



Formulaire PCT/RO/101 (demiere feuille) Quillet 1998) 



Voir les notes relatives au formulaire de requete 



Cette feuille ne fait pas^^fie de Id demande Internationale ni ne comjnfjbmme une feuille de celle ci. 



PCT 



FEUILLE DE CALCUL DES TAXES 
Annexe de la requete 



Reference du dossier du 
deposant ou du man data ire 



AML/12612.12 



Reserve a PofTice recepteur . 



Demande intemationaJe n* 



Timbre a date de TofTice recepteur 



Deposant 



KEMESTRIE INC. et al 



CALCUL DES TAXES PRESCRITES 
1. TAXE DE TRANSMISSION . . . 



200.00 



2. TAXE DE RECHERCHE 

Recherche intemationaJe a effectuer par 



1 874.00 



(Si piusieurs administrations char gees de la recherche Internationale sont 
competentes en ce qui concerne la demande Internationale, inscrire le nom de celle 
qui est choisie pour la recherche Internationale.) 



3. TAXE INTERNATIONALE 
Taxe de base 

La demande Internationale contient 



28 



feu i lies. 



30 premieres feuilles [_ 

0 * 15 . |^ 



641.00 



bl 



feuilles suivantes 



montant additionnel 



b2 



Additionner les montants portes dans les cadres . 

bl et b2 et inscrire le total dans le cadre B I 641.00 



J3 



Taxes de designation 
La demande intemationaJe contient 
10 



79 designations. 



148.00 



nombre de taxes de montant de la taxe de designation 

designation dues (maximum J I) 



1 480.00 fp] 



Additionner les montants pones dans les cadres B et D, et 

inscrire le total dans le cadre I 

(Les deposants de certains Etats ont droit a une reduction de 75 % sur la taxe 
Internationale . Lorsque le deposant a (ou tous les deposants ont) droit a cette 
reduction, la somme devant figurer sous I est egale a 25 % de la somme des 
montants figurant sous B et D.) 

TAXE AFFERENTE AU DOCUMENT DE PRIORITE (le cos echeant) . 

TOTAL DES TAXES DUES 

Additionner les montants portes dans les cadres 

T, S, I et P, et inscrire le resultat dans le cadre TOTAL 



L 



2 121.00 



4 195.00 



TOTAL 



I | Les taxes de designation seront payees ulterieurement. 



MODE DE PAIEMENT 



I I autorisation de debiter un compte I I traite bancaire 
1 — 1 de depot (voir ci-dessous) 1 — ' 



| | cheque 
| | mandat postal 



□ 
□ 



especes 

timbres fiscaux 



{ | coupons 

[X | autres (preciser); 
VISA 



3 

S 



AUTORISATION CONCERN ANT UN COMPTE DE DEPOT (lesofficesrecepteursnepermettentpa^ 

L'officc recepteur/ CA | | est autorise a debiter mon compte de depot du total des taxes indique ci-dessus. 

est autorise a debiter mon compte de depot de tout montant manquant - ou a le crediter de tout 
excident - dans le paiement du total des taxes indique ci-d£ssui 



El 



600000102 



est autorise a debiter mon compte de depot du montant f de 
document de priorite et a sa transmission au Bureau int 

16 juillet 1999 



Numero du compte de depot 



Date (jour/mois/annee) 



Signature 




e afTerente a retablissement du 
de TOMPI. 



Formulaire PCT/RO/I01 (Annexe) (juillet 1998) 



Voir les notes relatives a la feuille de calcul des taxes 



^VTENT COOPERATION TREAT ^ 



From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



To: 

GOUDREAU GAGE DUBUC & MARTINEAU 
WALKER 

Attn. DUBUC, J 

Stock Exchange Tower 

800 Place Victoria, Suite 3400 

Montreal , Quebec H4Z 1E9 

CANADA 


NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF 
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
OR THE DECLARATION 

(PCT Rule 44.1) 


Date of mailing 

(day/month/year) j 1/1999 


Applicant's or agenf s file reference 
AML/12616.12 


FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below 


International application No. 
PCT/CA 99/00651 


International filing date 
(day/month/year) j ^jqj j j ggg 


Applicant 

KEMESTRIE INC. et al . 



1 . The applicant is hereby notified that the International Search Report has been established and is transmitted herewith. 
Filing of amendments and statement under Article 19: 

The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the International Application (see Rule 46): 

When? The time limit for filing such amendments is normally 2 months from the date of transmittal of the 
International Search Report; however, for more details, see the notes on the accompanying sheet. 

Where? Directly to the International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 
Fascimite No.: (41-22) 740.14.35 

For more detailed Instructions, see the notes on the accompanying sheet. 



2. I I The applicant is hereby notified that no International Search Report will be established and that the declaration under 
' — ' Article 17(2)(a) to that effect is transmitted herewith. 



3. Q With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that: 

□ the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the 
applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices. 



| | no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made. 

4. Further action(s): The applicant is reminded of the following: 

Shortly after 18 months from the priority date, the international application will be published by the International Bureau. 
If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international application, or of the 
priority claim, must reach the International Bureau as provided in Rules 90b/s.1 and 906/S.3, respectively, before the 
completion of the technical preparations for international publication. 

Within 19 months from the priority date, a demand for international preliminary examination must be filed if the applicant 
wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority date (in some Offices even later). 

Within 20 months from the priority date, the applicant must perform the prescribed acts for entry into the national phase 
before all designated Offices which have not been elected in the demand or in a later election within 19 months from the 
priority date or could not be elected because they are not bound by Chapter II. 



Name and mailing address of the International Searching Authority 


Authorized officer 


^ European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
JSft NL-2280 HV Rijswijk 


Alfredo Prein 


Qjj) Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 








Form PCT/ISA/220 (July 1 998) 



NOTWtO FbRM PCT/ISA/220 



These Notes are intended to give the basic instructions concerning the filing of amendments under article 1 9. The 
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative Instructions 
under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For more 
detailed information, see also the PCT Applicant's Guide, a publication of W1PO. 



In these Notes, "Article", "Rule", and "Section" refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT 
Administrative Instructions respectively. 



INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19 



The applicant has, after having received the international search report, one opportunity to amend the claims of the 
international application. It should however be emphasized that, since all parts of the international application (claims, 
description and drawings) may be amended during the international preliminary examination procedure, there is usually 
no need to file amendments of the claims under Article 19 except where, e.g. the applicant wants the latter to be published 
for the purposes of provisional protection or has another reason for amending the claims before international pbulication. 
Furthermore, it should be emphasized that provisional protection is available in some States only. 



What parts of the International application may be amended? 

Under Article 1 9, only the claims may be amended. 

During the international phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before 
the International Preliminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended under 
Article 34 before the International Examining Authority. 

Upon entry into the national phase, alt parts of the international application may be amended under Article 28 
or, where applicable. Article 41 . 



When? Within 2 months from the date of transmittal of the international search report or 1 6 months from the priority 

date, whichever time limit expires later, it should be noted, however, that the amendments will be considered 
as having been received on time if they are received by the International Bureau after the expiration of the 
applicable time limit but before the completion of the technical preparations for international publication 
(Rule 46.1). 



Where not to file the amendments? 



The amendments may only be filed with the International Bureau and not with the receiving Office or the 
International Searching Authority (Rule 46.2). 

Where a demand for international preliminary examination has been/is filed, see below. 



How? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of 

one or more of the claims as filed. 

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on account of an amendment or 
amendments, differs from the sheet originally fifed. 

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where a claim is 
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In all cases where claims are renumbered, they must 
be renumbered consecutively (Administrative Instructions, Section 205(b)). 

The amendments must be made in the language In which the International application is to be published. 



What documents must/may accompany the amendments? 
Letter (Section 205(b)): 

The amendments must be submitted with a letter. 

The letter will not be published with the international application and the amended claims. It should not be 
confused with the 'Statement under Article 19(1)" (see below, under "Statement under Article 19(1)*). 

The letter must be In English or French, at the choice of the applicant However, If the language of the 
international application is English, the letter must be In English; If the language of the international application 
is French, the letter must be in French. 



Notes to Form PCT/1SA/220 (first sheet) (January 1994) 

JNSDOCID: <XSlSA220NOENP4J_> 



^^fc>TES TO FORM PCT/ISA/220 (contlnu 



The letter must indicate the differences between the claims as filed and the claims as amended. It must, in 
particular, indicate, in connection with each claim appearing in the international application (it being understood 
that identical indications concerning several claims may be grouped) .whether 

(i) the claim is unchanged; 

(H) the claim is cancelled; 

(iii) the claim is new; 

(rv) the claim replaces one or more claims as filed; 

(v) the claim is the result of the division of a claim as filed. 



The following examples Illustrate the manner In which amendments must be explained In the 
accompanying letter: 

1 . [Where originally there were 48 claims and after amendment of some claims there are 51 J: 
"Claims 1 to 29, 31 , 32, 34, 35, 37 to 48 replaced by amended claims bearing the same numbers; 
claims 30, 33 and 36 unchanged; new claims 49 to 51 added/ 

2. [Where originally there were 1 5 claims and after amendment of ail claims there are 11]: 
"Claims 1 to 1 5 replaced by amended claims 1 to 1 1 ." 

3. [Where originally there were 14 claims and the amendments consist in cancelling some claims and in adding 
new claims]: 

"Claims 1 to 6 and 14 unchanged; claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added." or 
"Claims 7 to 1 3 cancelled; new claims 1 5, 16 and 17 added; alt other claims unchanged." 

4. [Where various kinds of amendments are made]: 

"Claims 1-10 unchanged; claims 1 1 to 1 3, 1 8 and 1 9 cancelled; claims 1 4, 1 5 and 1 6 replaced by amended 
claim 1 4; claim 17 subdivided into amended claims 15, 1 6 and 17; new claims 20 and 21 added." 



"Statement under article 19(1)" (Rule 46.4) 

The amendments may be accompanied by a statement explaining the amendments and indicating any impact 
that such amendments might have on the description and the drawings (which cannot be amended under 
Article 19(1)). 

The statement will be published with the international application and the amended claims. 
It must be In the language In which the International appptlcatlon Is to be published. 

It must be brief, not exceeding 500 words if in English or if translated into English. 

It should not be confused with and does not replace the letter indicating the differences between the claims 
as filed and as amended. It must be filed on a separate sheet and must be identified as such by a heading, 
preferably by using the words "Statement under Article 19(1)." 

It may not contain any disparaging comments on the international search report or the relevance of citations 
contained in that report. Reference to citations, relevant to a given claim, contained in the international search 
report may be made only in connection with an amendment of that claim. 



Consequence If a demand for International preliminary examination has already been filed 

tf, at the time of filing any amendments under Article 1 9, a demand for international preliminary examination 
has already been submitted, the applicant must preferably, at the same time of filing the amendments with the 
International Bureau, also file a copy of such amendments with the International Preliminary Examining 
Authority (see Rule 62.2(a), first sentence). 



Consequence with regard to translation of the International application for entry into the national phase 

The applicants attention is drawn to the fact that, where upon entry into the national phase, a translation of the 
claims as amended under Article 19 may have to be furnished to the designated/elected Offices, instead of, or 
in addition to, the translation of the claims as filed. 

For further details on the requirements of each designated/elected Office, see Volume II of the PCT Applicant's 
Guide. 
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[ | the statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has been 
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| | the text has been established by this Authority to read as follows: 



5. With regard to the abstract, 

| X | the text is approved as submitted by the applicant. 

□ the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box III. The applicant may, 
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('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ['instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 
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II 
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III 
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IV 
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VI 
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VII 
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VIII 





Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, t'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 
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Formulaire PCT/I PEA/409 {feuille de couverture) flanvier 1994) 




RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/CA99/00651 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement quiont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -14 re$ue(s) le 20/07/2000 avec la lettre du 14/07/2000 
Revendications, N°: 

9-16 regue(s) le 20/07/2000 avec la lettre du 14/07/2000 

1 -8 re9ue(s) le 29/09/2000 avec la lettre du 28/09/2000 

Dessins, feuilles: 

1/7-7/7 version initiale 

2. Les modifications ont entraine Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Possibility d'application industrielle Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de ta question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee seion I'article 35(2) quant a la nouveaute, l'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

II est fait reference au document suivant : 

D1: US-A-5 620 706 (DUMITRIU ET AL) 15 Avril 1997, cite dans la demande 

1 . Nouveaute 

L'objet des revendications 1-16 est considere comme nouveau par rapport a Tart 
anterieur disponible (Article 33(2) PCT). 

En effet, D1 decrit une methode de preparation d'un hydrogel par complexation de 
xanthane et de chitosane, utilise pour immobiliser des composes biologiquement actifs, 
comme par exemple des proteines et des enzymes, qui sont ensuite relargues par 
diffusion. L'activite biologique de ces substances est ainsi preservee, voire 
augmentee (colonne 1, lignes 57-62). Par ailleurs, alors que l'activite enzymatique de la 
xylanase et de la protease augmentent suite a I'immobilisation dans le gel de xanthane 
/ chitosane, leur stabilite thermique augmente dans le premier cas et diminue dans le 
second (colonne 13, lignes 3-8). 

La methode de preparation de Thydrogel consiste en I'ajout d'enzymes a une solution 
aqueuse de xanthane dans des concentrations allant de 0,5 a 1 ,8% en poids. La 
solution ainsi obtenue est alors agitee a 15°C pendant 15 minutes, et introduite au 
goutte a goutte, a I'aide d'une seringue, dans une solution de chitosane. Le pH de la 
solution est ensuite ajuste en fonction du type d'enzyme utilise. Les microspheres ainsi 
obtenues sont agitees pendant 15 minutes a temperature ambiante (20-29°C) et 
lavees avec une solution tampon d'acetate (colonne 6, lignes 24-37). 

L'hydrogel ainsi prepare peut etre utilise pour ('application de substances sur la peau, 
notamment au moyen de patches, car ce dernier est stable dans les domaines de pH 
physiologiques (colonne 12, lignes 57-62). 

La difference entre la presente demande et D1 reside dans I'utilisation de vitamines, 
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acides amines, acides nucleiques et tripeptides a la place des proteines et enzymes 
pour immobilisation dans I'hydrogel de xanthane et de chitosane. 

2. Activite inventive 

a. Une activite inventive peut etre reconnue pour I'objet des revendications 1-7 (Article 
33(3) PCT). 

D1 est considere comme I'art anterieur le plus proche. 

Les compositions des revendications 1-7 different principalement de celles decrites 
dans D1 par le type de compose ajoute a I'hydrogel forme d'un complexe de chitosane 
et de xanthane. 

Le probleme que la presente invention se propose de resoudre peut done etre 
considere comme etant de trouver d'autres composes biologiquement actifs 
susceptibles d'etre immobilises par ledit hydrogel, celui-ci leur conferant une protection 
contre la chaleur et la lumiere. 

La solution de ce probleme, proposee dans les revendications 1-7 est inventive. 

L'hydrogel de D1 permet certes de preserver ou d'augmenter I'activite biologique des 
enzymes et proteines immobilises (colonne 1, lignes 58-62). II ne confere cependant 
pas la stabilite a la chaleur revendiquee dans la presente demande pour tous les types 
d'enzymes. Par exemple, en ce qui concerne la xylanase, a la fois la stabilite a la 
chaleur et I'activite enzymatique sont augmentees par immobilisation dans I'hydrogel 
de xanthane/chitosane. Quant a la protease, I'activite enzymatique est maintenue par 
immobilisation dans I'hydrogel mais la stabilite thermique diminue (colonne 13, lignes 4- 
5). 

D1 ne permet done pas d'etablir une tendance generale concernant I'effet de I'hydrogel 
sur la stabilite thermique des enzymes qui s'y trouvent immobilises. 

En outre, D1 mentionne I'utilisation du dit hydrogel comme support pour d'autres 
substances (medicaments, cellules eucaryote et procaryote, substances 
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pharmaceutiques polybasiques, colonne 7, lignes 2-38), permettant le relargage 
contrdle cle ces dernieres, mais ne suggere aucunement une quelconque protection 
contre la chaleur et la lumiere. 

La personne du metier, constatant que des composes proches de par leur structure et 
leur activite presentent des comportements opposes a la chaleur lorsqu'ils sont inclus 
dans I'hydrogel de xanthane/chitosane, ne peut done prevoir si des composes 
structurellement differents inclus dans ce meme gel presenteront ou non une stabilite a 
la chaleur. 

Par consequent, Pobjet des revendications 1-7 ne releve pas d'une demarche 
technique evidente pour Thomme du metier et implique par consequent une activite 
inventive (Article 33(3) PCT). 

b. Les methodes de synthese des compositions thermo- et photostables des 
revendications 8-12 ainsi que les utilisations de compositions telles que revendiquees 
dans les revendications 14-16 sont done egalement inventives. 

3. Application industrielle 

Le contenu des revendications 1-16 de la presente demande de brevet est susceptible 
d'application industrielle dans le domaine des complements alimentaires et de la 
dermatologie (Article 33(4) PCT). 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

a. La revendication 1 n'est pas claire et ne satisfait pas aux conditions requises a 
I'article 6 PCT, dans la mesure ou I'objet pour lequel une protection est demandee n'est 
pas clairement defini. Telle qu'elle a ete specifiee, la definition fonctionnelle "...hydrogel 
etant adapte a relarguer sur plusieurs heures ces dites substances thermo ou photo 
sensibles chez un sujet animal ou humain." ne permet pas a I'homme du metier de 
determiner quelles sont les caracteristiques techniques necessaires audit relargage. 
Cette caracteristique est done consideree comme descriptive. 
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b. L'expression "un solvant approprie" utilise dans la description, a la page 3, ligne 14, 
est vague et n'est pas en accord avec la revendication 8 dans laquelle il est fait usage 
d'ethanol pour solubiliser les vitamines en question. 

c. Etant donne que la formation d'un hydrogel implique la presence d'eau, les 
expressions "solution de xanthane" ou "solution de chitosane" dans les revendications 
8 et 9, ainsi que dans la description (exemple 1) peuvent preter a confusion du fait du 
manque de precision de leur definition. 

d. Les conditions d'obtention des courbes de cinetique de liberation ne peuvent figurer 
dans la description (page 12, lignes 13-16), car il n'existe pas de support dans la 
demande telle que deposee pour ces explications. 

e. L'ajout d'une etape supplemental (e) a la revendication 8, concernant les actifs 
liposolubles, ainsi que dans la description, a la page 3, lignes 18-19, n'est pas 
acceptable. 

En tant que telle, elle ne correspond en effet pas aux etapes decrites dans I'exemple 2. 

De plus, a la page 5, lignes 13-18, il est uniquement precise de quelle fagon les 
ingredients actifs hydrosolubles sont introduits dans I'hydrogel. 

Le mode de realisation de Pinvention decrit dans I'exemple 2, page 6, se rapportant a 
inclusion d'une vitamine liposoluble par diffusion dans un hydrogel de 
xanthane/chitosane, n'est pas couvert par la revendication 8. 

Ce defaut de concordance entre les revendications et la description laisse planer un 
doute sur I'objet pour lequel une protection est demandee. La revendication 8 n'est 
done pas claire (article 6 PCT). 

f. Les lettres de ('alphabet grec a et p, presentes dans la demande originate, manquent 
dans I'ensemble de la description modifiee. 
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TITRE DE l f INVENTION 



HYDROGELS POLYIONIQUES A BASE DE XANTHANE ET CHITOSANE POUH 
STABILISATION ET RELARGAGE CONTR6ii DES VITAMINES 



5 DOMAIN E PE I'lNVENTION 

La presente invention a trait au domaine des hydrogels a base de xanthane et 
chitosane* Plus preci$6ment, I 'invention a trail aux dornaines de I'allmentation 
et de la dermatologie ou de tels hydrogels sont charges de principes actifs tels 
vitamines, acides nucJeiques, acides amines, oligopeptides. 

10 

ARRiERE PLAN TECH N OLOG I QU E 

II est connu de fabriquer des hydrogels a partir de chitosane et de xanthane. 
Les brevets americains 5,620,706 et 5,648252 pr^sentent de tels hydrogels 
utilises comme support inert© pour I'immobilisation d'enzymes ou pour la 
15 liberation cantrOI6e de cenalns antibiotiques ou agents anti-cancer, 
Cependant, ('application d'hydrogels de chitosane et de xanthane pour 
chargement, stabilisation et relargage de vitamines, acides nucleiques, acides 
amines et oligopeptides est jusqu'i present inexploree. 

Une des problematiques courantes dans la fabrication de complements 
20 alimentaires ainsi qu'en dermatologie est la conservation d'ingrSdients actifs 
tres sensibles a la degradation tels que vitamines, acides nucl^iques, acides 
amines, et oligopeptides, L'exposition a la lumiere et la chaleur acc6lfere cette 
degradation. 

Compte tenu de I 'important potentiel benSfique de ces ingredients actifs, 
25 plusieurs vehicules tels comprim^s, capsules, gellules, cremes, onguents, gels, 
dispersions aqueuses (emulsions) et solutions, furent develop pees dans le but 
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d'offrir une protection des produits actifs contre la degradation ou pour les 
rendre hydrophobes. Cependant, plusieurs d£savantages de ces preparations 
synthetiques, tels le potentiei irritant et la toxicity furent soulignes, 

Faute de trouver un vehicule adequat parmi les excipients conventionnels, 
5 I 'utilisation de pofycations synthettques fut r&remment proposee. Par 
exemple, la demande de brevet europ£en 504 066 A1, 1992, d^posee par 
L'OrSal, France, propose des compositions cosmetiques contenant une 
dispersion de particules sol ides actives dont la surface est revfttue d'un 
polym^re cationique. Cependant, le but du revetement cationique est de 
10 rendre la composition stable dans son ensemble par opposition k stabiliser un 
ingredient faisant face a une tendance k la degradation. 

Un important besoin demeure done pour la d^couverte d'un nouveau vehicule 
utile en preparations alimentaires, cosmetologie et dermatologie pour contenir 
des ingr6dients actifs photosenslbles et thermosensibles tels vitamines, acides 

15 nucleiques, acides amines et oligopeptides, Un des buts de la presente 
invention est done d'enseigner des preparations alimentaires et 
dermatologiques contenant un hydrogel poly ion ique nature I permettant la 
protection d'ingredients actifs photo et thermo sensible* sans toutefois 
demontrer un potentiei irritant ou toxique. Un autre but connexe est 

20 I'enseignement d'une m6thode permettant I Introduction de ces ingredients 
actifs dans un hydrogel polyionique nature!. 

D 'autre s buts et oh jets de la presente invention deviendront apparents a la 
lecture de la description detaillee qui suit. II Importe de noter que cette 
description detaillee presente des Incorporations et exemples pr^ferentiels de 
25 I'invention at est fournie a titre d'illustration. Ceux specialises dans le 
domaine de ("invention pourront apporter plusieurs amenagements et 
modifications k ces incorporations et exemples preferentiels sans toutefois 
d6passer le cadre de la presente invention. 
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SOMMAIRE PE I'INVENTION 

De fagon generate, I'invention porte sur une composition thermo et photo 
stable comprenant un hydrogel formS d'un complete de xanthane et 
chitosane, I'hydrogel comprenant au moins une substance thermo ou photo 
5 sensible choisie parmi les substances suivantes : vitamines, acides amines, 
acides nuclSiques et oligopeptides, I'hydrogel etant adapte a relarguer ces 
dites substances thermo ou photo sensibles chez un sujet animal ou humain. 
Pr6terablement, les substances thermo ou photo sensibles seront prfesentes 
dans une proportion de 5 £ 25 % du poids total de la composition. Plus 
10 preferablement, ces substances seront choisies parmi les vitamines A, B, C, D, 
E, et K, 

(.'invention porte aussi sur une methode de fabrication de la composition 
inventive, la methode comprenant les etapes suivantes : 

(a) la dissolution des substances liposolubles dans un solvant approprie; 

1 5 (b) i'ajout de cette solution, sous agitation, a une solution de xanthane; 

(c) la pulverisation du melange de I'&ape (b) a une solution de chitosane; 

(d) la recuperation de I'hydrogel afnsi form§; 

(e) ('incorporation des substances liposolubles de l'6tape (a) par diffusion 
dans i'hydrogel; 

20 toutes les etapes se faisant en ['absence d'oxygene et de lumi&re. 

Dans une autre methode selon 1'invention, la composition de I'invention 
pourra Stre obtenue par les Stapes suivantes : 

(a) la pulverisation d'une solution de xanthane dans une solution de 
chitosane; 
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(b) la recuperation de I'hydrogel ainsi form6 sera caracteris^e par une 
lyophilisation de I'hydrogel; 

(c) ('introduction du I'hydrogel Iyophilis6 dans une solution aqueuse 
comprenant ies substances hydrosolubles pouvant £tre avantageusement 

5 stabeiisSes par I'ajout d'acides aminiques tels Ies L-cysteine, L-cystine et L- 
m&hionine ou melange de ces derniers ou par I'ajout de tripeptides; 

(d) incorporation des substances hydrosolubles dans I'hydrogel par 
diffusion des substances hydrosolubles fors du gonflement de I'hydrogel, ledit 
hydrogel ayant un degr6 de gonflage de 2000 % ou plus. 

10 Sous un aspect additionnel, I'invention pr6sente une methode d'utilisation de 
ces hydrogels en dermatologie ou comme complement alimentaire. 



BREVE description pes figures 



Figure 1 



15 Figure 2 



20 



Figure 3 



Figure 4 



Figure 5 



Figure 6 



25 



Complexation entre le chitosane et xanthane 

Schema du montage pour I'etude cineiique 

Masse de Vitamine C iiberee en fonction du temps 

Echantillon cod6 VS2L. Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C preparS k 

partir de CHITOXAN MC avec degre de gonflage ( ) = 1800 % 

Vitesse de liberation de la vitamine C en fonctjon du temps. 
Echantillon code VS2L 

Masse de vitamine C en fonction du temps 

gchantJllon code VS2R. Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C prepare 

a partir de CHITOXAN Mr avec degre de gonflage < ) - 2200 % 

Vitesse de liberation de la vitamine C en fonction du temps 
Echantillon cod£VS2R 
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Figure 7 Variation du pourcentage de la Vitamins C liberee en fonction 
du temps 

Echanlillon VS2M Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C prepare a 
partir de CHITOXAN MC avec degre de gonfiage ( ) - 3500 % 

5 

DESCRIPTION DETAILLEE DE ^INVENTION 

La presente description detaillee rev&le des compositions aliment aires et 
derrnatologiques comprenant un ou plusieurs ingredients actifs photo ou 
thermo sensibles a la degradation. Ces compositions comprenant un hydrogel 
10 polyioniques forme d'un complexe de chitosane et xanthane pouvant contenir 
et proteger les ingredients actifs photo et thermo sensibles ainsi que bonifier 
leur activite par un effet de liberation contr6iee. 

II esi aussi decrlt deux rnfithodes d In corporation des ingredients actifs dans 
I'hydrogel de chitosane et xanthane. Les Ingredients actifs Hposolubles sont 
15 introduits dans I'hydrogel par une premiere methode lors de la fabrication de 
I'hydrogel, Les ingredients actifs hydrosolubles sont introduits par une 
methode de diffusion dans P hydrogel faisant suite a la fabrication de 
I'hydrogel. 

La presente invention demontre, de fa^on surprenante et innovatrice la 
20 possibility d'introduire diverses vitamines ou autres ingredients tels acides 
amines, acides nucieiques et oligopeptides dans un hydrogel pour ensuite 
relarguer ses substances par differentes voles, tels doses orales, suppositoires, 
crimes, onguents, gels, solutions, dispositifs transcutanes ('patch"). Par 
surcroTt, la presente invention revfele la possibility d'introduire et de solubiliser 
25 dans un meme hydrogel des vitamines liposolubles ou hydrosolubles, 

Finalement, il est aussi decrit une methode de fabrication d'un complement 
alimentaire et d'une crfeme dermatologique incorporant I'hydrogel de la 
presente invention. 



FEUILLE MODIFI E 



+49 8t) 239944 GB *♦ # i J 

CA 009900651 



II est a noter que les termes "dermatologie" et "dermatologique* sont employes 
dans leur sens large incluant ainsi toutes applications cosmetologique et 
cosmfitique. De plus, ces termes s'6tendent a des applications sur ia peau ou 
sur les phanferes. 

5 Le terme "complement alimentaire* s'entend aussi dans son sens large incluant 
ainsi toute preparation alimentalre, le complement 6tam utilise dans un role 
nutritionnel ou therapeutique ou encore dans un simple role physique dans la 
preparation alimentaire, par exemple, en tant qu'agent texturant, de 
remplissage ou de contr6|e de viscositS. 

10 Les compositions de la presente invention sont destines principalement au 
humains mais peuvent aussi avoir application dans le domaine v&erinaire. 

Se r6ferant a la figure 1, is est constate que I'hydrogel utilise dans la presente 
invention est un compiexe a base de chitosane et xanthane issu d'une reaction 
ionique entre ces deux polyions. Une methode de fabrication de I'hydrogel 
1 5 est decrite dans le brevet americain 5,720,206 accorde au mSrne cessionnaire 
que la presente demande. Tel qu'iliustr^ dans la figure 1, le xanthane et le 
chitosane forme un compiexe c'est-a-dire I'etablissement de divers liens 
ioniques entre les molecules de chitosane et de xanthane formant ainsi 
I'hydrogeh 

20 

Inclusion de vitamines liposolubles dans I'hydrogel chitosane-xanthane 
vitamine A 

La vitamine A (Retinol) est un produit tres sensible h la lumi&re et k I'oxygSne. 
L'utilisation de ce produit dans une creme k titre d'exemple, ne peut se faire 
25 que si le produit est prealablement stabilise centre les effets negatifs des agents 
precit£s. La methode de la presente invention consiste & stabiliser la vitamine 
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A dans un hydrogel compos6 de xanthane et de chitosane prepaid selon la 
methode decrite dans le brevet americain 5/620,706. 

Example 1 inclusion de la vitamine A durant la fabrication 

Une solution (100 ml) da vitamine A (10 - 20 % w/v) dans I'alcool ethyltque a 
5 d'abord ete preparee. Cette solution est ajoutee, sous forte agitation, a 500 ml 
d'une solution de xanthane, 0,65 % w/v, pour obtenir une concentration finale 
en vitamine A de 1,66 - 3,33% w/v. La solution peut etre conservee a 3 °C 
Par la suite, un systeme de pulverisation est utilise pour ajouter la solution de 
vitamine A - xanthane a 800 ml d'une solution de chitosane 0,65 % w/v. La 

1 0 reaction doit se poursuivre pendant 30 min. Le gel forme doit fitre filtre et Iav6 
avec de t'eau pour atteindre un pH de 6.8. Pour augmenter la stability finale 
du gel, un dernier lavage avec une solution de bicarbonate de sodium 1 % w/v 
amene le gel a un pH de 7.5. Le gel est par la suite cangel£ et lyophilisS. 
Toutes les operations, incluant la congelation, se font en I'absence d'oxygene 

15 et de lurniere. 

Sxemple 2 Inclusion de la vitamine A par diffusion 

En utilisant un hydrogel a base de xanthane-chitosane poss6dant un degre de 
gonflage { ) d'au minimum 2000% il est possible d'introduire la vitamine A par 
diffusion. Le degre de gonflage se ddfinit selon la formule suivante: 

20 - 100% X masse d'hvdrogel gonfte h I'Squilibre - masse d'hvdrogel sec 

masse d'hydrogel sec 

Dans ces conditions, on diminue de fa^on importante le temps de 
manipulation pr6venant ainsi la degradation de la molecule. Pour ce faire, it 
suffit de dissoudre 0,07 g de Vitamine A dans 1 ml d'alcool 6thyllque (96%) et 
25 d'y ajouter 1,5 g du complexe xanthan-chitosane lyophilis6 avec = 2500 

Une legere agitation permet d'obtenir une pate homogene. On ajoute alors 2 
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ml d'alcool ethyl i que et 200 I d'eau tou jours sous l&gere agitation et on place 
le tout a 4°C pendant 24 h a I'abri de la lumiere. L'alcool est par la suite 
evapor6 a 4°C. Le produit fini poss^de une concentration de 46 mg de 
Vitamine A I g produit lyophilisa 

5 Exemole 3 Inclusion de la vitamine E 

Pour I' incorporation de la Vitamine E, ta m&hode (1) d^veloppee pour la 
vitamine A est appliquee. La concentration en vitamine E peut atteindre 
jusqu'a 20 %« 

Exemple 4 Inclusion de la vitamine K 

10 En ce qui concerne la vitamine K, la meme methode (1) que pour la vitamine 
A avec une concentration de vitamine K pouvant atteindre 20 %. 

Inclusions de vitamines solubles dans I'eau 

Pour les produits hioactifs solubles dans I'eau it est preferable d'utiliser la 
methode de diffusion dans I'hydrogel lyophilise pour eviter Jes pertes 
1 5 inevitables de produits pendant ia reaction entre le xanthane et le chitosane. II 
est nScessaire dans cette condition d'avoir une hydrogel avec une degrg de 
gonflage d'au minimum 2000 %- 

Exemple 5 Inclusion de la vitamine C 

Parce que la vitamine C presente une forte action oxydo-reductrice en regard 
20 du chitosane, une nouvelle methode d'inclusion a 6t£ dSveloppee, Cette 
methode com p read deux (2) etapes ; 

frtape 1 La preparation du complexe xanthane-chitasane (CHITOXAN** 0 ), 

c'est-^-dtre I'hydrogel potyionique; 
Etape 2 L'fncorporation de la Vitamine C. 
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1- Preparation du complexe xanthane-chitosane 

Le complexe CHITOXAN MC se prepare par la methode d6crite anterieurement, 
sait celle du brevet americain 5,620,706 . Le chitosane utilise pour preparer 
ce complexe a typiquement un poids moteculaire compris entre 250,000 et 
5 350,000, et I'hydrogel un 2000%. 

Le CHITOXAN MC est moulu pour obtenir une fine poudre avec des particules 
ayant un diametre compris entre 250 et 500 m, 

2- Incorporation de la vitamine C 

2a. Stabilisation par acides aminjques 

10 A 10 ml d'eau, on ajoute 1 g de vitamine C, 0,06 g de L-cysteine, 0,02 g de 
L-cystine, 0,02 g de L-methionine. Par (a suite, on ajoute 1 g du CHITOXAN MC 
iyophilise avec des particules de 250 - 500 m. Le melange ne doit pas 
presenter de phase liquide en exc&s. Si nScessaire, de I'eau peut etre ajoutee. 
On maintient le melange pendant 2 hrs pour arriver a Tequilibre d'hydratation. 
1 5 Toutes les op6rations doivent se faire en I'absence de lumifere. Le melange est 
par la suite congele et Iyophilise, La transformation en poudre du prodult final 
donne des particules variant entre 50 et 125 m. 

La vitamine C ainsi incorporee et hydra tee presente une stabilite, sans aucun 
changement de coloration, de 2 semaines h 45 °C et de 20 sernaines pour le 
20 gel sec a cette menrte temperature. II est possible d'utiliser comme agent de 
stabilisation, de I'acide tartrique 0,1 %, de I'acide m6taphosphorique 0,03 % 
ou de I'acide citrique 0,1 %. Le pourcentage ponderal est par rapport au 
complexe CHITOXAN MC . 

2b. Stabilisation par tripeptides 

25 On utilise la methode 2a, en remplafant les acides-aminds par le tripeptide 
avec acides aminiques sulfur6s. A 10 ml d'eau, on ajoute 1 g de vitamine C et 
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0,002 g de gluthatione. Aprfes 5 minutes d'agitation on introduit 1 g 
CHITOXAN MC et on agite I6gferement jusqu'a I'obtention d'une pate 
homogfene. On laisse en repos pendant 2 hrs pour arriver a I'equilibre 
d'hydratation. La pSte est conge!6e et lyophillsee. Toutes les operations 
5 doivent se fafre en I'absence de lumiere. 

Extraction et dosage de ta vitamine C incluse dans te CHITOXAN*^ 

Extraction 

Solvant d'extraction : solution aqueuse d'aclde m6raphosphorlque 3 % (w/v), 
fl % acide ac£tique (v/v) 

10 Methode : Dans un tube h centrifuger de 50 ml protege contre la lurniere, 
on introduit de 20 jusqu'a 30 mg de CHITOXAN MC + Vit. C lyophilis£ et 
40 ml du solvant d'extraction. Agiter pendant 60 min avec un barreau 
magn^tique. Finale ment, la suspension est centrifug^e (4000 rpm) et le 
surnageant est analyst. 

15 Determination quantitative de la vitamine C 

Avant de proceder a la determination quantitative de la vitamine C, il faut 
mesurer le maximum d'absorption dans un spectrophotometre UV-VIS. Le 
standard se prepare en utilisant une solution de vitamine C, qui a servi a la 
fabrication du CHITOXAN^-Vit. C, dans le solvant d'extraction. Notre test a 
20 donne un maximum d'absorption a 243 nm pour la vitamine C type 
ALDRICH, purete 98 % 

Apres avoir evalue le maximum d'absorption, on determine la courbe «§talon 
(absorption en fonction de la concentration de la vitamine Q. Dans une fiole 
jaug£e, on prepare une solution de vitamine C dans le solvant d'extractlon ft 
25 une concentration de 1,3 mg / ml. La solution est pr^parte juste avant de 
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proceder a ('analyse. Par dilution successive, on mesure la dependance 
absorption / concentration img / ml). 

La concentration du surnageant obtenu dans t'extraction est d6termin<§e par 
photocolorim&rie k 243 nm et calculee a partir de la courbe etalon. 

5 La concentration de la vitamine C dans l'6chantillon prepare par la methode 
2a est de 49.6%. 



Inclusion du CHlTOXAN MC -Vlt C dans une base de crfeme 

1 g de Chitoxan MC -Vit. C est hydrate avec de i'eau jusqu'& I'abtention d'une 
10 pate cn§meuse. Par la suite, il suffit de peser la pSte et de calculer la 
concentration donnee en vitamine C Subsequemment, la pate est introduce 
sous forte agitation dans la base de creme pour obtenir une concentration 
finale desiree en vitamine, preferablement de 5 a 25% poids. 



15 Determination de la stability de la vitamine C incluse dans une base de 
creme 

10 g de la preparation obtenue par inclusion de CHITOXAN^-Vit. C dans une 
base creme est introduce dans un tube protege de la lumi&re. Ce tube est par 
la suite chauffe a 45°C. Pour determiner le taux de degradation de la vitamine 
20 C dans la base de cr&me, on prend un echantillon qui correspond a environ 
10 - 30 mg de vitamine C. Cet dchantillon est pris a chaque jour et ce pendant 
les 4 premiers jours et par la suite £ tous les 2 jours pour un total de 30 jours. 
Si les 6chantillons ne sont pas analys6s tout de suite, ils doivent etre conserves 
au congelateur (-4°Q. 

25 Les 6chantillons pr6lev6s sont analyses de la mani&re decrite pr6c6demment 
(toujours en utilisant le solvant d 'extract! on). 
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A parti r des achantillons VS2L, VS2R ©t VS2M on a prepani des cremes avec 
une concentration de 5% a 25% poids en vitamine C. En utilisant la methode 
decrite, on a trouvd une bonne stabilite de la vitamine C incluse dans le 
CHITOXAN; aucune coloration de la creme apres un chauffage a 45 °C 
5 pendant 30 jours alors que la decomposition de la vitamine C a 6te de 15%. 
Pour une creme preparee a parti r de vitamine C libre, on a trouve, dans (es 
memes conditions, une decomposition de 98% et une coloration orangee. 



Cinetique de liberation 

10 Se referant au Tableau 1 ci-bas, trois types d'hydrogels CHiTOXAN^-Vit. C 
furent etudies. Tel qu'illustre parla figure 2, la cinetique de relargage de la 
vitamine C est determinee en Introduisant une quantite precise du 
CHITOXAN^-Vit. C dans le reacteur. Les courbes cinetiques de liberation ont 
ete real i sees a temperature ambiante en presence de lumiere par Tutilisation 

15 d'un stabilisant de la vitamine C constitue de 3%/vol d'acide metaphos- 
phorique et de 8%/vol d'acide acetique. 



Tableau 1 

Code des preparations 
CHITOXAN MC -V»t. C 



Degr£ de gonflage ( ) 
du CHITOXAN MC 



Concentration de 
vitamine C dans le 
CHITOXAN MC -Vit. C 
(%> 



VS2L 
VS2R 
VS2M 



iaoo 

2200 
3500 



50,3 
49,6 
51,0 
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Le solvant (melange 3 % w/v acide metaphosphorique et B % w/v acide 
ac6tique) penetre par le tuyau central directement dans le reacteur ou il antra 
en contact avec le CHITOXAN MC -Vitarnine C. La vitamine C se libfere 
gradueliement du complexe et entre en solution dans le solvant. Le solvant 
5 s'echappe du reacteur par les petits orifices et se retrouve dans le tube 
exterieur, Avec cette m6thode, on assure une circulation constante de solvant 
autourde l'£chantillon a analyser. 

Se r^rant malntenant a la figure 3, ii est vu que la masse de vitamine C 
liberee montre une relation I in ea ire en fonction du temps (cinetique d'ordre 
10 zero) avec une caesura nette aprfefi 60 minutes dans le cas du CHITOXAN MC - 
Vit. C de type VS2L et 40 minutes dans le cas du CHITOXAN MC -Vitamine C 
type VS2R. 

Se referant maintenant k la figure 4, il est vu dans un premier cas 
(CHITOXAN MC -Vit. C de type VS2L) que la vitamine C diffuse a une vitesse 
15 constante de 0.36 mg/min pendant la premiere p^riode, puis la vitesse 
dimlnuede moitie pour les 100 minutes suivantes. 

Dans le deuxieme cas illustre aux figures 5 et 6 la diffusion s'effectue 
beaucoup plus rapidement dans les 40 premieres minutes avec une vitesse de 
mg/min, puis elle est presque nulle avec une valeur de 0,02 mg/min- La 
20 figure 5 montre la masse de vitamine C en fonction du temps pour 
i'6chantillon code VS2R. Hydrogei CHITOXAN^-Vit. C prepare a partir de 
CHITOXAN MC: avec degr6 de gonflage ( ) « 2200 %. La figure 6 montre la 
vitesse de liberation de la vitamine C en fonction du temps pour I'echantillon 
cod6 VS2R. 

25 La figure 7 montre la variation du pourcentage de la Vitamine C liberee en 
fonction du temps pour un echantillon VS2M Hydrogei CHITOXAN Mr -Vit. C 
prepare a partir de CHlTOXAN MC avec degre de gonflage ( ) « 3500 %. Pour 
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cet echantillon, une liberation de B5 % de la vltamine C dans les premiers 10 
minutes d'elution fut constatee. 



Inclusion du CHITOXAN MC -ViL C dans une preparation alimentaire 

5 L'Hydrogel CHITOXAN^-Vit. C et d'autres hydrogels chitosane-xanthane 
contenant vitamines, acides nucleiques, acides amines et oligopeptides 
peuvent aussi etre utilises dans des preparations alimentaires hydratees telies 
que gelees, sauces et sirops ainsi que dans des preparations deshydrat£es. 

Les caracterlstlques physiques de I'hydrogel chitosane-xanthane choisi 
10 determmeront la structure et la texture plus ou moins visqueuse de I'hydrogel. 
Ce choix d'hydrogel salon la presente invention permettra done d'adapter 
I'hydrogel h di verses applications alimentaires. 

Par surcroit, la presente invention comporte la mise en pastille de la poudre 
CHITOXAN-Vit. C avec d'autres ingredients actifs, si requis. II est aussi pr6vu 
15 la mise en pastille d'une poudre iyophilisee d'autres hydrogels chitosane- 
xanthane contenant vjtamines diverses, acides amines, acides nucleiques, 
oligopeptides ou une comblnalson parmi ces ingredients actifs* 

II va de soi que la presente demande peut recevoir amenagements et variantes 
sans pour autant sortir du cadre de la presente invention telle que decrite. 
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REVINDICATIONS : 

1. Composition thermo et photo stable comprenant un hydrogel forme 
d'un complexe de xanthane et chitosane, (edit hydrogel comprenant au mains 
une substance thermo ou photo sensible choisie parmi les substances 

5 suivantes: vitamines, acides amines, acides nucleiques et tripeptides f ledit 
hydrogel 6tant adapte a relarguer sur plusieurs heures ces dites substances 
thermo ou photo sensibtes chez un sujet animal ou humain. 

2. Composition selon la revendlcation 1 dans laquelle les substances 
thermo ou photo sensible sont des vitamines dans une proportion de 5 a 25% 

10 du poids total de la composition. 

3. Composition selon la revendication 2 dans laquelle les vitamines sont 
choisies parmi les vitamines A, B, C, D, E et K, 

4. Composition selon la revendication 3 dans laquelle la vitamine est la 
vitamine A. 

15 5. Composition selon la revendication 3 dans laquelle la vitamine est la 
vitamine C 

6. Composition selon ia revendication 1 dans laquelle les substances 
thermo et photo sensibles sont aussi liposolubles. 

7. Composition selon la revendication 1 dans laquelle les substances 
20 thermo et photo sensibles sont aussi hydrosolubles. 

8. Methode de fabrication de la composition de ia revendication 6 
comprenant les etapes suivantes; 

(a) la dissolution des substances liposolubles dans I'alcool 
ethyl ique; 
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(b) I'ajout de cette solution, sous agitation, a une solution de 
xanthane; 

(c) la pulverisation du melange de l'6tape (b) k une solution 
aqueuse de chitosane; 

(d) la recuperation de I'hydrogel ainsi forme; 

(e) Incorporation des substances liposolubles dans I'hydrogeJ par 
diffusion des substances liposolubles dissoutes dans I'fithanol 
(95%/Vol) et ce a une concentration de 50%/vol. 

toutes les etapes se faisant en 1'absence d'oxygene et de lumiere. 

9. Methode de fabrication de la composition de la revendication 7 
comprenant les Stapes suivantes; 

(a) ia pulverisation d'une solution de xanthane dans une solution de 
chitosane; 

(b) la recuperation de I'hydrogel ainsi forme, cette recuperation 
etant caracterisee par une lyophilisatjon de I'hydrogel; 

(c) 1'introduction du I'hydrogel lyophilis6 dans une solution 
aquause comprenant les substances hydrosoiubtes; 

(d) incorporation des substances hydrosolubles dans I'hydrogel par 
diffusion des substances hydrosolubles lors du gonflement de 
I'hydrogel, (edit hydrogel ayant un degre de gonflage de 2000 % 
ou plus. 

10. La methode de fabrication de la revendication 9 dans laquelle, lors de 
I'etape (c), la stabilisation des substances hydrosolubles est favoris6e par I'ajout 
d'acides aminiques. 
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11. La mSthode de la revendlcation 10 dans laquelle les acides aminiques 
sont cholsls parmi les L-cysteine, L-cystine et L-m6thionine ou melange de ces 
derniers. 

12* La m6thode de fabrication de la revendication 9 dans laquelle, lors de 
5 I'etape (c), la stabilisation des substances hydrosolubles est favorisee par i'ajout 
de tripeptides. 

13. L'utilisation de la composition de Tune ou I'autre des revendications 1 
h 7 dans la fabrication d'un produit dermatologique. 

14. L'utilisation de la revendlcation 13 dans laquelle le produit 
1 0 dermatologique est une crfcrne. 

15. L'utilisation de la revendication 14 dans laquelle la substance thermo 
et photo sensible est ia vitamine A. 

16. L'utilisation de la composition de I'une ou I'autre des revendications 1 
a 7 dans la fabrication d'un complement alimentaire. 
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I. Basis of the report 
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under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.)'. 

[ | the international application as originally filed. 

the description, pages , as originally filed, 
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pages I-* 4 , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



14 July 2000(14.07.2000^ 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
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Nos. 



9-16 



1-8 



the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/7-7/7 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 14 July 2000 (14.07.2000) 

, filed with the letter of 28 September 2000 (28.09.2000) 

, as originally filed, 
, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

I 1 the claims, Nos. 



1 I the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' ' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following document: 

Dl: US-A-5 620 706 (DUMITRIU ET AL. ) 15 April 1997, 
cited in the application 

1 . Novelty 

The subject matter of Claims 1-16 is considered 
novel over the available prior art (PCT Article 
33(2)). 

Dl describes a method for preparing, by complexing 
xanthan and chitosan, a hydrogel used to immobilize 
biologically active compounds, such as proteins and 
enzymes, which are then released by diffusion. The 
biological activity of these substances is thus 
protected, or even increased (column 1, lines 57- 
62). Furthermore, whereas the enzyme activity of 
the xylanase and the protease increases following 
immobilization in the xanthan/chitosan gel, the heat 
stability of the xylanase increases while that of 
the protease decreases (column 13, lines 3-8). 

The method for preparing the hydrogel comprises 
adding enzymes to an aqueous solution of xanthan in 
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concentrations from 0.5 to 1.8% by weight. The 
solution thus obtained is then agitated at 15° C for 
15 minutes and added dropwise via a syringe to a 
chitosan solution. The pH of the solution is then 
adjusted according to the type of enzyme used. The 
microspheres thus obtained are agitated for 15 
minutes at ambient temperature (20-29° C) and washed 
with an acetate buffer solution (column 6, lines 24- 



The hydrogel thus prepared can be used for applying 
substances to the skin, particularly by means of 
patches, since they are stable in the physiological 
pH ranges (column 12, lines 57-62) . 

The difference between the present application and 
Dl is the use of vitamins, amino acids, nucleic 
acids and tripeptides, instead of proteins and 
enzymes, for immobilization in the xanthan and 
chitosan hydrogel . 



(a) The subject matter of Claims 1-7 is inventive (PCT 
Article 33(3)). 

Dl is considered the closest prior art. 

The compositions of Claims 1-7 differ from those 
described in Dl mainly by virtue of the type of 
compound added to the hydrogel made of a chitosan 
and xanthan complex. 

The problem addressed by the present invention can 
therefore be considered that of finding other 



37) . 



2. 



Inventive step 
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biologically active compounds able to be immobilized 
by said hydrogel, whereby the hydrogel protects said 
compounds from heat and light. 

The solution to this problem, proposed in Claims 1- 
7, is inventive. 

The hydrogel of Dl does protect or increase the 
biological activity of the immobilized enzymes and 
proteins (column 1, lines 58-62). However, it does 
not provide the heat stability claimed in the 
present application for all the types of enzymes. 
The heat stability and enzymatic activity of 
xylanase, for example, are increased by 
immobilization in the xanthan/chitosan hydrogel. 
The enzymatic activity of the protease is maintained 
via immobilization in the hydrogel, but the heat 
stability decreases (column 13, lines 4-5). 

Dl therefore does not enable a general tendency to 
be established regarding the effect of the hydrogel 
on the heat stability of the enzymes immobilized 
therein . 

Moreover, Dl mentions the use of said hydrogel as a 
medium for other substances (drugs, eukaryotic and 
prokaryotic cells, polybasic pharmaceutical 
substances, column 7, lines 2-38), enabling the 
controlled release of said substances, but does not 
in any way suggest protecting against heat and 
light . 

A person skilled in the art, recognizing that 
compounds with similar structures and activities 
have opposite reactions to heat when they are 
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included in the xanthan/chitosan hydrogel, therefore 
cannot predict whether or not the structurally 
different compounds included in this same gel will 
have heat stability. 



Therefore, the subject matter of Claims 1-7 is not 
technically obvious to a person skilled in the art 
and consequently involves an inventive step (PCT 
Article 33 (3) ) . 



(b) The methods for synthesizing the thermo- and 

photostable compositions of Claims 8-12, as well as 
the uses of the compositions as claimed in Claims 
14-16, are therefore also inventive. 



3 . Industrial applicability 

The content of Claims 1-16 of the present patent 
application is industrially applicable in the fields 
of food supplements and dermatology (PCT Article 
33(4) ) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

(a) Claim 1 is not clear and does not meet the 

requirements of PCT Article 6, since the subject 
matter for which protection is sought has not been 
clearly defined. As specified, the functional 
definition "...hydrogel designed for the release of 
said thermo- or photo-sensitive substances in an 
animal or human subject over a period of several 
hours" does not enable a person skilled in the art 
to determine which technical features are necessary 
for said release. This feature is therefore 
considered descriptive . 



(b) The expression "an appropriate solvent", used on 
page 3, line 14, of the description, is vague and 
inconsistent with Claim 8, in which ethanol is used 
to solubilize the vitamins in question. 



(c) Given that the formation of a hydrogel involves the 
presence of water, the expressions "xanthan 
solution" or "chitosan solution" in Claims 8 and 9 
and in the description (Example 1) can lead to 
confusion owing to the insufficiently precise 
definitions thereof . 



(d) The conditions for obtaining release kinetics 

curves cannot be included in the description (page 
12, lines 13-16), because there is nothing in the 
application as filed to support these explanations. 



(e) It is unacceptable to add an additional step (e) to 
Claim 8, which relates to fat-soluble active 
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VIII. Certain observations on the international application 

ingredients, and to page 3, lines 18-19, of the 
description . 

Said step, as such, does not correspond to the steps 
described in Example 2. 

Furthermore, on page 5, lines 13-18, all that is 
specified is how the water-soluble active 
Ingredients are introduced into the hydrogel. 

The embodiment of the invention described in Example 
2, page 6, relating to the inclusion of a fat- 
soluble vitamin by diffusion in a xanthan/chitosan 
hydrogel, is not covered by Claim 8. 

This lack of consistency between the claims and the 
description casts doubt on the subject matter for 
which protection is sought. Claim 8 is therefore 
not clear (PCT Article 6) . 

(f) The letters a and \jl of the Greek alphabet, used in 
the original application, are missing from the 
entire amended description. 
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(57) Abstract 

The invention generally concerns a thermostable and photostable composition comprising a hydrogel formed by a xanthan and chitosan 
complex, the hydrogel comprising at least a thermosensitive or photosensitive substance selected among the following substances: vitamins, 
amino acids, nucleic acids and polypeptides, the hydrogel being adapted to release said thermosensitive and photosensitive substances in an 
animal or human subject. The invention also concerns a method for making said hydrogels. The invention further concerns a method for 
using said hydrogels in dermatology or as nutritional supplement. 




(57) Abr£g6 

De fa9on generate, 1* invention porte sur one composition thermo ct photo stable comprenant un hydrogel formd d*un c6mp1exe de 
xanthane et chitosane, Thydrogel comprenant au moins une substance thermo ou photo sensible choisie parmi les substances suivantes: 
vitamines, acides amines, acides nucl6iques et polypeptides, Fhydrogel 6tant adapts i relarger cesdites substances thermo ou photo sensibles 
chez un sujet animal ou humain. Sous un autre aspect, I 'invention presente une m6thode de fabrication de ces hydrogels. Sous un aspect 
additionel, Tinvention presente une m6thode d 'utilisation de ces hydrogels en dermatologies ou comme supplement alimentaire. 
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TITRF DE 1/INVENTiON 

Hydrogels Polyioniques a Base de Xanthane ft Chitosane Pour Stabilisation et 
Reiargage Controle des Vitamines 

DOMAIN E DE ^INVENTION 

La presente invention a trait au domaine des hydrogels a base de xanthane et 
chitosane. Plus precisement, invention a trait aux domaines de I'alimentation et 
de la dermatologie ou de tels hydrogels sont charges de principes actifs tels 
5 vitamines, acides nucleiques, acides amines, polypeptides, etc. 

ARRIERE PLAN TECHNOLOCIOUE 

II est connu de fabriquer des hydrogels a partir de chitosane et de xanthane. Les 
brevets americains 5,620,706 et 5,648252 presentent de tels hydrogels utilises 
comme support inerte pour rimmobilisation d'enzymes ou pour la liberation 
10 controlee de certains antibiotiques ou agents anti-cancer. Cependant, I'application 
d'hydrogels de chitosane et de xanthane pour chargement, stabilisation et reiargage 
de vitamines, acides nucleiques, acides amines et polypeptides est jusqu'a present - 
inexploree. 

Une des problematiques courantes dans la fabrication de supplements alimentaires 
15 ainsi qu'en dermatologie est la conservation d'ingredients actifs tres sensibles a la 
degradation tels que vitamines, acides nucleiques, acides amines, et polypeptides. 
L 'exposition a la lumiere et la chaleur accelere cette degradation. 

Compte tenu oe I'important potentiel benefique de ces ingredients actifs, plusieurs 
vehicules tels comprimes, capsules, gellules, cremes, onguents, gels, dispersions 
20 aqueuses (emulsions) et solutions, furent developpees dans le but d'offrir une 
protection des produits actifs contre la degradation ou pour les rendre 
hydrophobes. Cependant, plusieurs desavantages de ces preparations 
synthetiques, tels le potentiel irritant et la toxicite furent soulignes. 

Faute de trouver un vehicule adequat parmi les excipients conventionnels, 
25 I'utilisation de polycations synthetiques fut recemment proposee. Par exemple, 
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la demande de brevet europeen 504 066 A1, 1992, deposee par L'Oreal, France, 
propose des compositions cosmetiques contenant une dispersion de particules 
sol ides actives dorit la surface est revetue d'un polymere cationique. Cependant, 
le but du revetement cationique est de rendre la composition stable dans son 
ensemble par opposition a stabiliser un ingredient faisant face a une tendance a la 
degradation. 

Un important besoin demeure done pour la decouverte d'un nouveau vehicule 
utile en preparations alimentaires, cosmetologie et dermatologie pour contenir des 
ingredients actifs photosensibles et thermosensibles tels vitamines, acides 
nucleiques, acides amines et polypeptides. Un des buts-de la presente invention 
est done d'enseigner des preparations alimentaires et dermatologiques contenant 
un hydrogel polyionique naturel permettant la protection d'ingredients actifs photo 
et thermo sensibles sans toutefois demontrer un potentiel irritant ou toxique. Un 
autre but connexe est I'enseignement d'une methode permettant ^introduction de 
ces ingredients actifs dans un hydrogel polyionique naturel. 

D'autres buts et objets de la presente invention deviendront apparents a la lecture 
de la description detaillee qui suit. II importe de noter que cette description 
detail lee presente des incorporations et exemples preferentiels de ^invention et est 
fournie a titre d'illustration. Ceux specialises dans le domaine de I'invention 
pourront apporter plusieurs amenagements et modifications a ces incorporations 
et exemples pn§ferentieis sans toutefois depasser le cadre de la presente invention. 

SOMMA1RE PE l/INVENTION 

De fagon generale, I'invention porte sur une composition thermo et photo stable 
comprenant un hydrogel forme d'un complexe de xanthane et chitosane, 
I'hydrogel comprenant au moins une substance thermo ou photo sensible choisie 
parmi les substances suivantes: vitamines, acides amines, acides nucleiques et 
polypeptides, I'hydrogel etant adapte a relarger cesdites substances thermo ou 
photo sensibles chez un sujet animal ou humain. 
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Sous un autre aspect, I'invention presente une methode de fabrication de ces 
hydrogels. 

Sous un aspect additionnel, I'invention presente une methode d'utilisation de ces 
hydrogels en dermatologie ou comme supplement alimentaire, 

5 BREVE DESCRIPTION PES FIGURES 

Figure 1 Complexation entre le chitosane et xanthane 

Figure 2 Schema du montage pour I 'etude cinetique 

Figure 3 Masse de Vitamine C liberee en fonction du temps 

Echantillon code VS2L. Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C prepare a 
10 partir de CHITOXAN MC avec degre de gonflage (a) - 1800 % 

Figure 4 Vitesse de liberation de la vitamine C en fonction du temps. 
Echantillon code VS2L 

Figure 5 Masse de vitamine C en fonction du temps 

Echantillon code VS2R. Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C prepare a 
15 partir de CHITOXAN MC avec degre de gonflage (a) - 2200 % 

Figure 6 Vitesse de liberation de la vitamine C en fonction du temps 
Echantillon code VS2R 

Figure 7 Variation du pourcentage de la Vitamine C liberee en fonction du 
temps 

20 Echantillon VS2M Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C prepare a partir de 

CHITOXAN MC avec degre de gonflage (a) = 3500 % 
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La presente description detaillee revele des compositions alimentaires et 
dermatologiques comprenant un ou plusieurs ingredients actifs photo ou thermo 
sensibles a la degradation. Ces compositions comprenant un hydrogel 
polyioniques forme d'un complexe de chitosane et xanthane pouvant contenir et 
proteger les ingredients actifs photo et thermo sensibles ainsi que bonifier leur 
activite par un effet de liberation controlee. 

II est aussi decrit deux methodes d'incorporation des ingredients actifs dans 
I'hydrogel de chitosane et xanthane. Les ingredients actifs liposolubles sont 
introduits dans I'hydrogel par une premiere methode lors de la fabrication de 
I'hydrogel. Les ingredients actifs hydrosolubles sont introduits par une methode 
de diffusion dans I'hydrogel faisant suite a la fabrication de I'hydrogel. 

La presente invention demontre, de fagon surprenante et innovatrice la possibility 
d'introduire diverses vitamines ou autres ingredients tels acides amines, acides 
nucleiques et polypetides dans un hydrogel pour ensuite relarger ses substances 
par differentes voies, tels doses orales, suppositoires, cremes, onguents, gels, 
solutions, dispositifs transcutanes ("patch' 7 ). Par surcroTt, la presente invention 
revele la possibility d'introduire et de solubiliser dans un meme hydrogel des 
vitamines liposolubles ou hydrosolubles. 

Finalement, il est aussi decrit une methode de fabrication d'un supplement 
alimentaire et d'une creme dermatologique incorporant I'hydrogel de la presente 
invention. 

II est a noter que les termes "dermatologie* et "dermatologique" sont employes 
dans leur sens large incluant ainsi toutes applications cosmetologique et 
cosmetique. De plus, ces termes s'etendent a des applications sur la peau ou sur 
les phaneres. 



Le terme "supplement alimentaire" s'entend aussi dans son sens large incluant ainsi 
toute preparation alimentaire, le supplement etand utilise dans un role nutritionel 
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ou therapeutique ou encore dans un simple role physique dans la preparation 
alimentaire, par exemple, en tant q'agent texturant, de remplissage ou de controle 
deviscosite. 

Les compositions de la presente invention sont destines principalement au humains 
mais peuvent aussi avoir application dans le domaine veterinaire. 

Se referant a la figure 1, il est constate que I'hydrogei utilise dans la presente 
invention est un complexe a base de chitosane et xanthane issu d'une reaction 
ionique entre ces deux polyions. Une methode de fabrication de I'hydrogei est 
decrite dans le brevet americain 5,720,206 accorde au meme cessionnaire que la 
presente demande. Tel qu'illustre dans la figure 1, le xanthane et le chitosane 
forme un complexe c'est-a-dire I'etablissement de divers liens ioniques entre les 
molecules de chitosane et de xanthane formant ainsi I'hydrogei. 

Inclusion de vitamines liposolubles dans I'hydrogei chitosane-xanthane 

vitamine A 

La vitamine A (Retinol) est un produit tres sensible a la lumiere et a Poxygene. 
L'utilisation de ce produit dans une creme a titre d'exemple, ne peut se faire que 
si le produit est prealablement stabilise contre les effets negatifs des agents 
precites. La methode de la presente invention consiste'a stabiliser la vitamine A 
dans un hydrogel compose de xanthane et de chitosane prepare selon la methode 
decrite dans le brevet americain 5,620,706. 

Exemple 1 inclusion de la vitamine A durant la fabrication 

Une solution (100 ml) de vitamine A (10 - 20 % w/v) dans Palcool 6thylique a 
d'abord ete preparee. Cette solution est ajoutee, sous forte agitation, a 500 ml 
d'une solution de xanthane, 0,65 % w/v, pour obtenir une concentration finale en 
vitamine A de 1,66 - 3,33% w/v. La solution peut etre conservee a 3 °C. Par la 
suite, un systeme de pulverisation est utilise pour ajouter la solution de vitamine 
A - xanthane a 800 ml d*une solution de chitosane 0,65 % w/v. La reaction doit 
se poursuivre pendant 30 min. Le gel forme doit etre filtre et lave avec de Peau 
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pour atteindre un pH de 6.8, Pour augmenter la stabilite finale du gel, un dernier 
lavage avec une solution de bicarbonate de sodium 1 % w/v amene le gel a un pH 
de 7.5. Le gel est par la suite congele et lyophilise. Toutes les operations, incluant 
la congelation, se font en ('absence d'oxygene et de lumiere. 

Exemple 2 Inclusion de la vitamine A par diffusion 

En utilisant un hydrogel a base de xanthane-chitosane possedant un degre de 
gonflage (a) d'au minimum 2000% il est possible d'introduire la vitamine A par 
diffusion. Le degre de gonflage se definit selon la formule suivante: 

a - 100% X masse d'h vdroeel gonfle a Pequilibre - masse d'hvdroggl spc 

masse d'hydrogel sec 

Dans ces conditions, on diminue de fagon importante le temps de manipulation 
prevenant ainsi la degradation de la molecule. Pour ce faire, il suffit de dissoudre 
0,07 g de Vitamine A dans 1 ml d'alcool ethylique (96%) et d f y ajouter 1,5 g du 
complexe xanthan-chitosane lyophilise avec a - 2500 %. Une legere agitation 
permet d'obtenir une pate homogene. On ajoute alors 2 ml d'alcool ethylique et 
200 jj\ d'eau toujours sous legere agitation et on place le tout a 4 °C pendant 24 
h a Pabri de la lumiere. L'alcool est par la suite evapore a 4 °C. Le produit fini 
possede une concentration de 46 mg de Vitamine A / g produit lyophilise. 

Exemple 3 Inclusion de la vitamine E 

Pour ('incorporation de la Vitamine E, la methode (1) developpee pour la vitamine 
A est appliquee. La concentration en vitamine E peut atteindre jusqu'a 20 %. 

Exemple 4 Inclusion de la vitamine K 

En ce qui concerne la vitamine K, la meme methode (1) que pour la vitamine A 
avec une concentration de vitamine K pouvant atteindre 20 %. 

inclusions de vitamines solubles dans I'eau 

Pour les produits bioactifs solubles dans Peau il est preferable d'utiliser la methode 
de diffusion dans Phydrogel lyophilise pour eviter les pertes inevitables de produits 
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pendant la reaction entre le xanthane et le chitosane. II est necessaire dans cette 
condition d'avoir une hydrogel avec une degre de gonflage d'au minimum 2000 
%. 

Exemple 5 Inclusion de la vitamine C 
5 Parce que la vitamine C presente une forte action oxydo-reductrice en regard du 
chitosane, une nouvelle methode d'inclusion a ete developpee. Cette methode 
comprend deux (2) etapes : 



Etape 1 La preparation du complexe xanthane-chitosane (CHITOXAN MC ), 

c'est-a-dire I'hydrogel polyionique; 
10 Etape 2 L'incorporation de la Vitamine C 

1- Preparation du complexe xanthane-chitosane 

Le complexe CHITOXAN MC se prepare par la methode decrite anterieurement, soit 
celle du brevet americain 5,620,706 . Le chitosane utilise pour preparer ce . 
15 complexe a typiquement un poids moleculaire compris entre 250,000 et 350,000, 
et Phydrogel un a ^ 2000%. 

Le CHITOXAN MC est moulu pour obtenir une fine poudre avec des particules 
ayant un diametre compris entre 250 et 500 /ym. 

2- Incorporation de la vitamine C 

20 2a. Stabilisation par acides aminiques 

A 10 ml d'eau, on ajoute 1 g de vitamine C, 0,06 g de L-cysteine, 0,02 g de L- 
cystine, 0,02 g de L-methionine. Par la suite, on ajoute 1 g du CHITOXAN MC 
liophylise avec des particules de 250 + 500 //m. Le melange ne doit pas presenter 
de phase liquide en exces. Si necessaire, de I'eau peut etre ajoutee. On maintient 

25 le melange pendant 2 hrs pour arriver a I'equilibre d'hydratation. Toutes les 
operations doivent se faire en I'absence de lumiere. Le melange est par la suite 
congele et lyophilise. La transformation en poudre du produit final donne des 
particules variant entre 50 et 125 //m. ° 
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La vitamine C ai/isi incorporee et hydratee presente une stability sans aucun 
changement de coloration, de 2 semaines a 45 °C et de 20 semaines pour le gel 
sec a cette rneme temperature. II est possible d'utiliser comme agent de 
stabilisation, de I'acide tartrique 0,1 %, de I'acide mStaphosphorique 0,03 % ou 
de I'acide citrique 0,1 %. Le pourcentage ponderal est par rapport au cornplexe 
CHITOXAN MC . 

2b. Stabilisation par tripeptides 
On utilise la methode 2a, en remplagant les acides-amines par le tripeptide avec 
acides aminiques sulfures. A 10 ml d'eau, on ajoute 1 g de vitamine C et 0,002 
g de gluthatione. Apres 5 minutes d'agitation on introduifT g CHITOXAN MC et on 
agite legerement jusqu'a I'obtention d'une pate homogene. On laisse en repos 
pendant 2 hrs pour arriver a I'equilibre d'hydratation. La pate est congelee et 
lyophilisee. Toutes les operations doivent se faire en Tabsence de lumiere. 

Extraction et dosage de la vitamine C incluse dans le CHITOXAN MC 

Extraction 

Solvant detraction : solution aqueuse d'acide metaphosphorique 3 % (w/v), 8 % 
acide acetique (v/v) 

Methode : Dans un tube a centrifuger de 50 ml protege contre la lumiere, on 
introduit de 20 jusqu'a 30 mg de CHITOXAN MC + Vit. C lyophilise et 40 ml du 
solvant detraction. Agiter pendant 60 min avec un barreau magnetique. 
Finalement, la suspension est centrifugee (4000 rpm) et le surnageant est analyse. 

Determin ation quantitative de la vitamine C 

Avant de proceder a la determination quantitative de la vitamine C, il faut mesurer 
le maximum d'absorption dans un spectrophotometre UV-VIS. Le standard se 
prepare en utilisant une solution de vitamine C, qui a servi a la fabrication du 
CHITOXAN MC -Vit C, dans le solvant detraction. Notre test a donne un maximum 
d'absorption a 243 nm pour la vitamine C type ALDRICH, purete 98 % 
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Apres avoir evalue le maximum d'absorption, on determine la courbe etalon 
(absorption en fonction de la concentration de la vitamine C). Dans une fiole 
jaugee, on prepare une solution de vitamine C dans le solvant d'extraction a une 
concentration de 1 ,3 mg / ml. La solution est preparee juste avant de proceder a 
5 Panalyse. Par dilution successive, on mesure la dependance absorption / 
concentration (mg/ ml). 

La concentration du surnageant obtenu dans ^extraction est determinee par 
photocolorimetrie a 243 nm et calculee a partir de la courbe etalon. 

La concentration de la vitamine C dans I'echantillon prepare par la methode 2a est 
10 de49.6%. 

Inclusion du CHlTOXAN MC -Vit. C dans une base de creme 
1 g de Chitoxan MC -Vit. C est hydrate avec de I'eau jusqu'a I'obtention d'une pate 
cremeuse. Par la suite, it suffit de peser la pate et de calculer la concentration . 
donnee en vitamine C. Subsequemment, la pate est introduite sous forte agitation 
15 dans la base de creme pour obtenir une concentration finale desiree en vitamine, 
preferablement de 5 a 25% poids. 

Determination de la stabilite de la vitamine C incluse dans une base de creme 
10 g de la preparation obtenue par inclusion de CHITOXAN MC -Vit. C dans une 
base creme est introduite dans un tube protege de la lumiere. Ce tube est par la 
2 0 suite chauffe a 45°C. Pour determiner le taux de degradation de la vitamine C dans 
la base de creme, on prend un echantillon qui correspond a environ 10 30 mg 
de vitamine C. Cet echantillon est pris a chaque jour et ce pendant les 4 premiers 
jours et par la suite a tous les 2 jours pour un total de 30 jours. Si les echantillons 
ne sont pas analyses tout de suite, ils doivent etre conserves au congelateur (~4°C). 



25 Les echantillons preleves sont analyses de la maniere decrite precedemment 
(toujours en utilisant le solvant d'extraction). 
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A partir des echantillons VS2L, VS2R et VS2M on a prepare des cremes avecune 
concentration de 5% a 25% poids en vitamine C En utilisant la methode decrite, 
on a trouve une bonne stabilite de la vitamine C incluse dans le CHITOXAN: 
aucune coloration de la creme apres un chauffage a 45 °C pendant 30 jours alors 
que la decomposition de la vitamine C a ete de 15%. Pour une creme preparee 
a partir de vitamine C libre, on a trouve, dans les memes conditions, une 
decomposition de 98% et une coloration orangee. 
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Cinetique de liberation 

Se referant au Tableau 1 ci-bas, trois types d'hydrogels CHITOXAN MC -Vit. C furent 
etudies. Tel qu'illustre parla figure 2, la cinetique de relargage de la vitamine C 
est determinee en introduisant une quantite precise du CHITOXAN MC -Vit. C dans 
le reacteur. 



15 



Tableau 1 

Code des preparations 
CHITOXAN MC -Vit. C 



Degre de gonflage (a) 
du CHITOXAN MC 
(%) 



Concentration de 
vitamine C dans le 
CHITOXAN MC -Vit. C 
(%) 



VS2L 
VS2R 
VS2M 



1800 
2200 
3500 



50,3 
49,6 
51,0 



Le solvant (melange 3 % w/v acide metaphosphorique et 8 % w/v acide acetique) 
penetre par le tuyau central directement dans le reacteur ou il entre en contact 
avec le CHITOXAN MC -Vitamine C. La vitamine C se libere graduellement du 
complexe et entre en solution dans le solvant. Le solvant s'echappe du reacteur 
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par les petits orifices et se retrouve dans le tube exterieur. Avec cette methode, on 
assure une circulation constante de solvant autour de I'echantillon a analyser. 

Se referant maintenant a la figure 3, il est vu que la masse de vitamine C Iib6r6e 
montre une relation lineaire en fonction du temps (cinetique d'ordre zero) avec 
5 une cassure nette apres 60 minutes dans le cas du CHITOXAN MC -Vit. C de type 
VS2L et 40 minutes dans le cas du CH!TOXAN MC -Vitamine C type VS2R. 

Se referant maintenant k la figure 4, il est vu dans un premier cas (CHITOXAN MC - 
Vit. C de type VS2L) que la vitamine C diffuse a une vitesse constante de 0.36 
mg/min pendant la premiere periode, puis la vitesse diminue de moitie pour les 
10 100 minutes suivantes. 

Dans le deuxieme cas illustre aux figures 5 et 6 la diffusion s'effectue beaucoup 
plus rapidement dans les 40 premieres minutes avec une vitesse de 1.18 mg/min, 
puis el le est presque nulle avec une valeur de 0,02 mg/min. La figure 5 montre la - 
masse de vitamine C en fonction du temps pour I'echantillon code VS2R. 
15 Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C prepare a partir de CHITOXAN MC avec degre de 
gonflage (a) = 2200 %. La figure 6 montre la vitesse de liberation de la vitamine 
C en fonction du temps pour I'echantillon code VS2R. 

La figure 7 montre la variation du pourcentage de la Vitamine C liberee en 
fonction du temps pour un echantillon VS2M Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C 
20 prepare a partir de CHITOXAN MC avec degre de gonflage (a) = 3500 %. Pour cet 
echantillon, une liberation de 85 % de la vitamine C dans les premiers 10 minutes 
d'elution fut constatee. 

Inclusion du CHITOXAN MC -Vit. C dans une preparation alimentaire 

L'Hydrogel CHITOXAN MC -Vit. C et d'autres hydrogels chitosane-xanthane 
25 contehant vitamines, acides nucleiques, acides amines et polypeptides peuvent 
aussi etre utilises dans des preparations alimentaires hydratees telles que gelees, 
sauces, sirops, etc. ainsi que dans des preparations deshydratees. 
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Les characteristiques physiques de I'hydrogel chitosane-xanthane choisi 
determineront la structure et la textutre plus ou moins visqueuse de I'hydrogel Ce 
choix d'hydrogel selon la presente invention permettra done d'adapter I'hydrogel 
a diverses applications alimentaires. 

Par surcroTt, la presente invention comporte la mise en pastille de la poudre 
CHITOXAN-Vit. C avec d'autres ingredients actifs, si requis. II est aussi prevu la 
mise en pastille d'une poudre lyophilisee d'autres hydrogels chitosane-xanthane 
contenant vitamines diverses, acides amines, acides nucleiques, polypeptides ou 
une combinaison parmi ces ingredients actifs. 
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II va de soi que la presente demande peut recevoir amenagements et variantes 
sans pour autant sortir du cadre de la presente invention telle que decrite. 
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Les realisations de ^invention au sujet desquelles un droit exclusif de propriete ou 
de privilege est revendique, sont definies comme suit: 

1 . Composition thermo et photo stable comprenant un hydrogel form§ 

d'un complexe de xanthane et chitosane, ledit hydrogel 
5 comprenant au moins une substance thermo ou photo sensible 

choisie parmis les substances suivantes: vitamines, acides amines, 
acides nucleiques et polypeptides, ledit hydrogel 6tant adapte a 
relarger cesdites substances thermo ou photo sensibles chez un 
sujet animal ou humain. 

10 2. Composition selon la revendication 1 dans laquelle les substances 

thermo ou photo sensible sont des vitamines, preferablement dans 
une proportion de 5 a 25% du poids total de la composition. 

3. Composition selon la revendication 2 dans laquelle les vitamines 

sont choisies parmis les vitamines A, B, C, D, E et K. 

15 4. Composition selon la revendication 3 dans laquelle la vitamine est 

la vitamine A. 



5. 



Composition selon la revendication 3 dans laquelle la vitamine est 
la vitamine C. 
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Composition selon la revendication 1 dans laquelle les substances 
thermo et photo sensibles sont aussi liposolubles. 

Composition selon la revendication 1 dans laquelle les substances 
thermo et photo sensibles sont aussi hydrosolubles. 

Methode de fabrication de la composition de la revendication 6 
comprenant les etapes suivantes: 

(a) la dissolution des substances liposolubles dans un solvant 
approprie; 

(b) I'ajout de cette solution, sous agitation, a une solution de 
xanthane; 

(c) la pulverisation du melange de I'etape (b) a une solution de 
chitosane; 

(d) la recuperation de I'hydrogel ainsi forme; 

toutes les etapes se faisant en I 'absence d'oxygene et de lumiere. 

Methode de fabrication de la composition de la revendication 7 
comprenant les etapes suivantes: 

(a) la pulverisation d'une solution de xanthane dans une 
solution de chitosane; 

(b) la recuperation de I'hydrogel ainsi forme, cette recuperation 
etant caracterisee par une liophylisation de I'hydrogel; 



5 8. 
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(c) ['introduction du I'hydrogel liophylise dans une solution 
aqueuse comprenant les substances hydrosolubles; 

(d) incorporation des substances hydrosolubles dans I'hydrogel 
par diffusion des substances hydrosolubles lors du 
gonflement de I'hydrogel, ledit hydrogel ayant un degre de 
gonflage de 2000 % ou plus. 

La methode de fabrication de la revendication 9 dans laquelle, lors 
de I'etape (c), la stabilisation des substances hydrosolubles est 
favorisee par I'ajout d'acides aminiques. 

La methode de la revendication 10 dans laquelle les acides 
aminiques sont choisis parmi les L-cysteine, L-cystine et L- 
methionine ou melange de ces derniers. 

La methode de fabrication de la revendication 9 dans laquelle, lors 
de I'etape (c), la stabilisation des substances hydrosolubles est 
favorisee par I'ajout de tripeptides. 

L'utilisation de la composition de Tune ou I'autre des 
revendications 1 a 7 dans la fabrication d'un produit 
dermatologique. 
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L'utiiisation de la revendication 13 dans Iaquelle le produit 
dermatologique est une creme. 

L'utiiisation de la revendication 14 dans Iaquelle la substance 
thermo et photo sensible est la vitamine A. 

L'utiiisation de la composition de Tune ou 1 'autre des 
revendications 1 a 7 dans la fabrication d'un supplement 
alimentaire. 
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